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Resumen 
A pesar de los grandes avances que existen en el conocimiento del cáncer de mama,
los  principales  tratamientos  sistémicos  que  se  utilizan  para  combatir  la  enfermedad
avanzada son la hormonoterapia y  la  quimioterapia.  Esta ultima estrategia,  si  bien es
efectiva en la mayoría de los casos, suele ser nociva para el paciente. 
El Ácido Hialurónico (AH) esta compuesto por unidades repetidas de disacáridos de D-
glucurónico y N-acetil-D-glucosamina, unidos mediante enlaces alternados B1-3 y B1-4.
La mayoría de los procesos en los cuales el AH se encuentra involucrado están mediados
por  su  principal  receptor,  CD44,  una  glicoproteína  de  membrana  que  se  encuentra
presente en muchos tipos celulares.
Se  ha  demostrado  que  los  oligosacáridos  de  Ácido  Hialurónico  (oAH)  tienen  la
capacidad de inhibir  la  proliferación  celular  (e  inclusive,  en  algunos casos,  de inducir
apoptosis) en diferentes modelos de patologías tumorales, como ser las lineas celulares
de cáncer de colon,  de distintos linfomas y de cáncer de mama. Ademas, cuando se
administran en combinación con fármacos antitumorales de uso convencional  como la
Doxorrubicina en lineas celulares cultivadas  in  vitro,  son capaces de actuar  de forma
sinérgica, permitiendo una reducción de la dosis del quimioterápico. 
Estas  propiedades  de  los  oAH,  los  posicionan  como  buenos  candidatos  para  su
administración  conjunta  con quimioterápicos en  una  terapia  adyuvante.  Pero  los  oAH
presentan  dos  grandes  desventajas.  La  primera,  es  que  al  ser  un  componente  del
organismo, su metabolismo se encuentra estrechamente regulado, a tal punto que su vida
media en la circulación sanguínea es de apenas un par de minutos. El otro es su costo de
producción  elevado.  Es  por  ello,  que  la  búsqueda  de  compuestos  con  propiedades
equivalentes a las de los oAH surge como una prometedora linea de investigación.
Uno  de  los  desafíos  más  grandes  de  la  química  medicinal  es  el  empleo  de
oligosacáridos como medicamentos.  Los avances en la  comprensión  funcional  de  las
interacciones proteína-carbohidrato han permitido el  desarrollo de una nueva clase de
fármacos, conocidos como fármacos glicomiméticos. 
Estos  compuestos  bioactivos  son  capaces  de  imitar  la  función  de  los  hidratos  de
carbono  pero  carecen  de  las  propiedades  no  deseadas  de  los  mismos  (propiedades
farmacocinéticas y farmacodinámicas insuficientes, baja actividad y permeabilidad a los
tejidos, escasa estabilidad y vida media en suero). 
La visión detallada de las interacciones carbohidrato-proteína que se requiere para el
diseño de esta clase de moléculas es provista en general por la cristalografía y la RMN.
Pero no siempre se puede contar con este tipo de información experimental y es por ello
que el empleo de simulaciones computacionales para obtener información estructural de
biomoléculas en proyecto de desarrollo de fármacos es cada vez mas difundido en la
actualidad. 
Las herramientas bioinformaticas que se emplean en la búsqueda y optimización de
nuevos fármacos, fueron concebidas con una perspectiva utilitaria multipropósito, por lo
que en algunos casos, los resultados obtenidos no son tan confiables. Es por ello que la
adecuación de dichas herramientas a un sistema particular, es habitual dentro del proceso
de descubrimiento de nuevos compuestos. 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos como objetivo de identificar
compuestos  naturales  capaces  de  actuar  como  glicomiméticos  de  oAH.  Para  ello,
realizamos un análisis detallado de las propiedades moleculares de los oAH como así
también  de  los  principales  características  que  determinan  su  interacción  con  CD44
mediante  el  empleo  de  simulaciones  de  Dinámica  Molecular.  Luego  de  una
caracterización rigurosa, identificamos que el tipo de enlaces alternados (B1-3 y B1-4) y
que la presencia del azúcar N-Acetilglucosamina eran de suma importancia.
A partir de estos datos y luego de una búsqueda en bases de datos de compuestos
naturales, identificamos dos polímeros que cumplían con la características de presentar
enlaces  alternados  (Liquenina  y  Xilano)  y  uno  compuesto  exclusivamente  por  N-
Acetilglucosamina (Quitina). 
Una vez identificados los compuestos, procedimos a la construcción de los complejos
correspondientes con CD44, con el fin de evaluar la afinidad relativa del receptor por cada
uno de ellos. Debido a que las herramientas disponibles para la predicción de estructuras
proteína-carbohidrato presentan un grado muy bajo de precisión y exactitud, se desarrollo
un  método  alternativo  al  que  se  emplea  habitualmente  con  el  programa  de  docking
Autodock (CADM), basado en la estructura del solvente en el sitio de reconocimiento para
carbohidratos (CBS), al cual denominamos WSBDM. 
Utilizando el WSBDM, obtuvimos complejos entre CD44 y tetrasacáridos de cada uno
de los compuestos seleccionados. Luego realizamos simulaciones de Dinámica Molecular
con el fin de caracterizar la estabilidad de los oligosacáridos el CBS de CD44 y estimar la
afinidad relativa por receptor a partir del calculo de energía libre de unión con un método
de  punto  final  (MMPB-SA).  Los  resultados  indican  que  solo  los  oligosacáridos  de
Liquenina (oLi), tendrían una afinidad significativa por CD44. 
Por ultimo, decidimos evaluar in vitro la actividad de estos compuestos. Los resultados
de los ensayos del efecto de los oligosacáridos, indican que solo los oLi serian capaces
disminuir de forma significativa la proliferación celular, en concordancia con los resultados
obtenidos  in silico. Por otro lado, y mas interesante aun, cuando los oligosacáridos son
administrados en combinación con Doxorrubicina, tanto los oligosacárido de Liquenina
como los  de  Xilano,  son  capaces  de  potenciar  la  actividad  del  quimioterápico.  Estos
resultados indicarían que quizás estén ejerciendo su efecto por una vía independiente de
CD44. Estos resultados in vitro constituyen solo una prueba de concepto de los hallazgos
realizados in silico, pero constituyen un estimulo a futuras investigaciones en el tema.
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1 IntroducciónGeneral
1.1 Interacción entre Biomoléculas
1.1.1 Importancia de la interacción proteína-ligando
El reconocimiento entre biomoléculas es responsable, entre otras cosas, de la unión
selectiva  de  ligandos  de  bajo  peso  molecular  a  una  proteína  específica.  Entre  estos
ligandos encontramos a los sustratos de enzimas, a moléculas involucradas en procesos
de señalización celular, y  a  la  gran mayoría de los fármacos o drogas.  De hecho,  el
reconocimiento e interacción específica de un compuesto tipo droga (el ligando) con una
determinada proteína y el efecto que esta interacción produce, es la base fundamental de
la terapia farmacológica (Böhm & Klebe 1996).
Si  bien  algunos  compuestos  de  bajo  peso  molecular  pueden  interaccionar  con  las
macromoléculas formando uniones covalentes (como en el caso del ácido acetilsalicílico,
comúnmente conocido como aspirina), la gran mayoría lo hace a través de interacciones
no covalentes, estableciéndose así un equilibrio entre la forma libre y unida de ambos
componentes (ligando y proteína), que es caracterizado por la correspondiente constante
de  equilibrio,  usualmente  conocida  como  constante  de  afinidad  o  de  unión.  Las
interacciones proteína-ligando no covalentes se constituyen principalmente por uniones
de tipo puente de hidrógeno, por interacciones de tipo puente salino y por interacciones
hidrofóbicas (Böhm & Klebe 1996).
La  constante  de  unión  (conocida  también  como constante  de  afinidad,  equilibrio  o
simplemente  Kd)  y  las  variables  termodinámicas  asociadas  a  la  interacción  proteína-
ligando  se  pueden  determinar  a partir  del  empleo  de  diversas  metodologías
experimentales, como ser la Calorimetría Isotérmica de Titulación (ITC), Resonancia de
Plasmones  de  Superficie  (SPR),  entre  otras.  La  Kd se  define  a  partir  de  las
concentraciones de equilibrio entre las formas unida y libre de ambos componentes y está
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inequívocamente ligada al cambio de energía libre (∆G) que ocurre durante el proceso de
asociación de acuerdo a la ecuación 1
  ∆Gu= -RT ln ( [Prot-lig] / [Prot] [Lig] )                 Ec. (1)
donde  ∆Gu representa el cambio de energía libre del sistema como consecuencia de la
interacción  proteína-ligando,  R es  la  constante  universal  de  los  gases  y  T es  la
temperatura. 
Por otro lado, la energía libre de unión, puede ser separada en sus contribuciones
entálpica y entrópica, de acuerdo a la ecuación 2
  ∆Gu= ∆H – T∆S   Ec. (2)
donde ∆H representa el cambio de entalpía y ∆S el cambio de entropía del sistema.
Cuanto mayor sea el cambio en la energía libre durante el proceso de unión, mayor
será la afinidad de la proteína por el ligando. La energía libre de unión estará determinada
por las interacciones que se forman entre la proteína-ligando en el  complejo, y por la
pérdida de interacciones de ambos componentes con el solvente (ver más adelante). Es
por eso que comprender la naturaleza y termodinámica de las interacciones, nos permite
comprender cuales son los determinantes de la afinidad. En las últimas décadas, se ha
generado un amplio conjunto de datos de constantes de afinidad (Kd) y termodinámicos
(∆Hu,  ∆Su y  ∆Gu)  vinculados  al  proceso  de  unión.  Estos  muestran  que  para  que  un
fármaco sea efectivo su Kd debe ser muy pequeña (de orden nanomolar) y que existe un
delicado balance entre las contribuciones entálpica/entrópica durante el proceso de unión
en donde el solvente juega un rol preponderante. 
Finalmente, cabe destacar que una de las claves del diseño racional de fármacos se
fundamenta  en  el  hecho  de  poder  conectar  el  conocimiento  sobre  las  interacciones
presentes  en  el  complejo  proteína-ligando  con  las  propiedades  físico-químicas  de  la
superficies de interacción de ambos componentes, las cuales determinan su interacción
con el solvente, la energía libre de unión resultante y por ende la afinidad. A partir del
entendimiento de estos fenómenos,  se pueden proponer  modificaciones al  ligando de
manera  tal  que  el  número  de  interacciones  con  la  proteína  sea  mayor,  con  un
consecuente  incremento  en la  energía  libre  de  unión  y  por  ende una mayor  afinidad
(Hughes et al. 2011).
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Para comprender la relación entre las interacciones y la afinidad, como así también
identificar las interacciones entre la proteína y su ligando, es de fundamental importancia
conocer la estructura del complejo correspondiente. La misma puede ser determinada por
técnicas  experimentales  como  la  Cristalografía  de  Rayos  X  (CRX)  o  la  Resonancia
Magnética  Nuclear  (RMN),  pero  también  puede  ser  predicha  por  técnicas
computacionales,  conocidas  como  de  Docking  Molecular,  o  simplemente  docking
(Gozalbes et al. 2010). 
1.1.2 Los Hidratos de Carbono como ligandos
Un caso particular de ligandos son los carbohidratos, en donde el reconocimiento entre
proteína-ligando se establece principalmente mediante redes de puentes de hidrógeno
entre  la  superficie proteica  y  los  grupos  hidroxilo  (-OH)  de  los  ligandos,
complementándose  muchas  veces  con  interacciones  hidrofóbicas  .Es notorio  que  los
residuos no polares de la proteína que están involucrados en interacciones hidrofóbicas
con  el  azúcar  son  en  su  mayoría  aromáticos,  sugiriendo  un  rol  específico  para  las
interacciones CH-π (Figura 1.1). 
En las lectinas (proteínas que unen carbohidratos) , la mayor parte de las interacciones
puente  de  hidrógeno  entre  sus  cadenas  laterales  y  el  ligando  involucran  grupos
funcionales planos y polivalentes (Asn, Asp, Glu, Gln, Arg, His),  siendo el  patrón más
frecuente  para  dicha integración  Prot(NH)-Lig(OH)-Prot(C=O).  La  presencia  de  grupos
-OH (residuos Ser-Thr) no es muy frecuente en el sitio de unión a carbohidratos, siendo a
su vez  poco común encontrar  moléculas  de agua que actúen como puentes  entre la
proteína y el  sustrato.  Por otro lado, algunas lectinas requieren la presencia de iones
divalentes (como por ejemplo Ca2+) para ser completamente activas, aunque no es usual
encontrar interacciones directas entre el ion y el carbohidrato (Davis & Wareham 1999).
A pesar de que las fuerzas involucradas en la unión de los azúcares a las proteínas son
las mismas que para los otros ligandos, llama la atención que la estabilidad de este tipo
de complejos es usualmente moderada o baja, con constantes de afinidad en el orden de
1-10uM  (o  mayores).  La  baja  afinidad  se  supone  radica  en  el  balance  del  tipo  de
interacciones, en donde predominan las de tipo puente de hidrógeno (o electrostáticas)
por sobre las hidrofóbicas, y en la alta solubilidad de los ligandos(Saraboji et al. 2012). A
su vez, estos factores guardan una relación estrecha entre sí, ya que la energía libre de
unión no depende únicamente de la fuerza del enlace en el complejo, sino también de la
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energía  asociada  con  el  fenómeno  de  deshidratación  (o  des-solvatación)  de  las
superficies  de  contacto,  tanto  del  ligando  como  de  la  proteína,  y  la  consecuente
transferencia de moléculas de agua desde el sitio de unión hacia el seno del solvente
(Ben-Naim 1991). 
Figura  1.1.  Tipos  de  interacciones  carbohidrato-proteína. Las  flechas  indican  la  dirección  de  las
interacciones  de  hidrógeno  del  donante  al  receptor  para  la  galectina-1  humana  en  complejo  con  la
galactosa. El grupo oxidrilo de la posición 4 del azúcar (violeta) puede establecer tres enlaces donor/aceptor
de H y la cara B de esta hexapiranosa puede establecer interacciones CH-π con el centro del Triptofano
(adaptado de (Gabius et al. 2011)).,
En  otras  palabras,  es  el  balance  neto  de  todo  el  proceso  y  sus  contribuciones
asociadas, lo que determinara la contribución de un puente de hidrógeno a la energía libre
de unión y por ende a la afinidad del ligando. En este contexto, Lemiux et al. aseguran
que la estabilidad de los complejos proteína-carbohidrato no proviene tanto de la fuerza
de  interacción  de  los  puentes  de  hidrógeno  en  si  misma,  sino  más  bien  de  la
deshidratación  de  las  superficies  de  contacto  durante  el  proceso  de formación  del
complejo (Lemieux 1996).
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1.1.3 La visión estática de la interacción proteína-ligando: CRX y 
Docking
La Cristalografía de Rayos X es una técnica experimental para el estudio y análisis de
materiales, basada en el fenómeno de difracción de los rayos X por sólidos en estado
cristalino. Los rayos X son difractados por los electrones que rodean los átomos debido a
que su longitud de onda es del mismo orden de magnitud que el radio atómico. El haz de
rayos X que emerge tras esta interacción contiene información sobre la posición y tipo de
átomos  encontrados  en  su  camino.  Los  cristales,  gracias  a  su  estructura  periódica,
dispersan elásticamente los haces de rayos X en ciertas direcciones y los amplifican por
interferencia constructiva, originando lo que se denomina un patrón de difracción (Thomas
2012). Tradicionalmente, la técnica de Cristalografía de Rayos X se ha empleado con
éxito  para determinar  la  estructura de diferentes biomoléculas,  incluyendo proteínas y
complejos  proteína  ligando.  Pero  en  realidad,  esta  metodología  es  un  proceso  muy
complejo, ya que requiere la obtención de un cristal de la proteína con el ligando que sea
capaz de difractar los rayos X, y solo se han podido obtener estructuras de una fracción
muy baja respecto al total de proteínas de estructura conocida. Además, es un proceso
costoso y por lo general es más fácil obtener la estructura de la proteína sin el ligando
(Gozalbes et al.  2010). Debido a las dificultades antes mencionadas,  a principio de la
década del '90 comenzaron a aparecer los primeros software destinados a la elucidación
de los complejos proteína-ligando, los cuales se agruparon bajo el nombre de algoritmos
de  docking.  El  Docking  Molecular  o  simplemente  docking,  tiene  dos  requerimientos
esenciales:  los  datos  estructurales  de los  ligandos candidatos  y  la  proteína  diana  de
interés, y un procedimiento para estimar poses y fuerzas de interacción proteína-ligando
(Elokely & Doerksen 2013).
El  abordaje  teórico  de  la  interacción  proteína-ligando  se  plantea  en  diferentes
escenarios  dependiendo  de  la  información de  partida  con la  que se  cuente  y  de  las
preguntas que el investigador esté dispuesto a responder. Así también, la precisión de las
técnicas se relaciona de forma inversa con su costo computacional. Es por ello que la
situación más común nos encuentra con las estructuras del receptor y del ligando por
separado, siendo la meta principal la reconstrucción del complejo entre ambos. Para ello,
la técnica de elección es el Docking Molecular, la cual permite obtener una estructura del
complejo con un alto grado de confianza lo cual siempre está supeditado a la complejidad
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del ligando en cuestión.
1.1.4  La  visión  dinámica  de  la  interacción  proteína-ligando:
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Dinámica Molecular (DM)
La espectroscopia mediante resonancia magnética nuclear de proteínas (usualmente
llamada  RMN  de  proteínas)  es  una  metodología  experimental  que  permite  obtener
información sobre la topología, estructura y dinámica de las proteínas. La metodología
empleada en las técnicas de RMN consiste en alinear los núcleos atómicos a un campo
magnético constante para posteriormente perturbar este alineamiento con el uso de un
campo magnético alterno, de orientación ortogonal. La resultante de esta perturbación es
el fenómeno que explotan las distintas técnicas de RMN. La RMN ha sido empleada con
éxito en la determinación de estructuras proteicas (en el rango de los 5 y 25 kDa), en la
detección de cambios conformacionales, interacción entre proteínas (o en su defecto, la
subunidades  de  las  mismas)  e  inclusive  para  detección  de  reacciones  enzimáticas
(Cavanagh  et al.  2006).  Al  igual  que  la  CRX,  la  RMN  es  una  metodología  de  difícil
implementación,  ya  que requiere  un equipo muy costoso y  un  cuidadoso proceso de
preparación de las muestras que por lo general no se encuentra fácilmente accesible al
investigador  promedio.  Además,  presenta  problemas  similares  a  la  CRX,  ya  que  las
proteínas en solución pueden formar agregados que dificultan la  interpretación de los
resultados.  Debido  a  estas  y  otras  dificultades,  surgieron  alternativas  teóricas  que
permitieron obtener resultados muy similares a los obtenidos mediante RMN. Una de las
técnicas más conocidas es la Dinámica Molecular, la cual ha sido empleada con el fin de
evaluar la frecuencia de los cambios conformacionales de proteínas, interacciones entre
biomoleculas e incluso para el refinamiento de estructuras obtenidas mediante RMN (D.-
W. Li & Brüschweiler 2011). 
En términos generales, la Dinámica Molecular podría plantearse como un aproximación
clásica al abordaje cuántico de los sistemas moleculares (ver la sección de métodos para
más detalle). En los modelos clásicos se considera a los átomos como esferas con cargas
puntuales, unidas mediante resortes, de esta manera se puede considerar que la energía
es una función de la posición de los mismos. Conociendo la fuerza que actúa sobre cada
átomo, establecida como la derivada de la energía respecto de la posición, se pueden
utilizar las ecuaciones de Newton para determinar la aceleración de cada átomo en el
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sistema, para luego mediante la integración de dichas ecuaciones de movimiento producir
una trayectoria que describe las posiciones y velocidades de las partículas en función del
tiempo. Para asignar las posiciones iniciales se utilizan las estructuras obtenidas mediante
alguna  metodología  experimental  (como  la  CRX)  o  teórica  (como  el  modelado  por
homología). 
Como se mencionó anteriormente la  afinidad de una proteína por  su ligando,  está
directamente  relacionada  con  las energía  libre  de  unión  (ΔGu)  determinada  por  las
interacciones entre ambos. Conocer con detalle atómico-molecular estas interacciones y
sus contribuciones termodinámicas al ΔGu, constituyen un aporte indispensable para el
desarrollo de mejores inhibidores (más afines) que permitan lograr el efecto farmacológico
deseado  (Connelly et al. 1994). La Dinámica Molecular, también se presenta como una
potente herramienta en este sentido ya que permite no solo caracterizar las interacciones
proteína-ligando,  sino  también  determinar  cuantitativamente  las  contribuciones  de  las
mismas a la afinidad. Para ello se utilizan comúnmente los métodos conocidos como de
punto final,  que determinan la energía de interacción a partir  de una trayectoria única
obtenida mediante Dinámica Molecular del complejo (para más detalle véase la sección
de métodos). El problema principal con estas metodologías es que no pueden evaluar de
manera explícita y precisa la contribución del solvente, y suelen utilizar aproximaciones de
solvente  continuo.  Sin  embargo,  presentan  una  buena  capacidad  predictiva  para  la
comparación de la afinidad de diferentes ligandos de naturaleza similar. 
1.2 La estructura del Solvente en torno al Sitio de Unión a ligandos
1.2.1 El rol de las aguas en la interacción proteína-ligando
Para comprender en detalle el proceso de asociación entre biomoléculas, no alcanza
con una descripción de la conformación preferencial del ligando o la estimación de sus
interacciones. En este sentido resulta necesario también considerar la contribución del
cambio en la estructura del solvente debido a la des-solvatación de las superficies de
contacto que conforman el complejo. Esta des-solvatación comprende el desplazamiento
de  moléculas  de  agua  desde  la  superficie  proteica  (y  del  ligando)  hacia  el  seno  del
solvente. Siendo los hidratos de carbono moléculas muy polares, las superficies proteicas
que reconocen a los mismos también son altamente polares, y por lo tanto interaccionan
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fuertemente  con  el  solvente  acuoso.  Esta  característica  de  la  superficie  proteica  se
traduce en que el solvente asociado adopta una estructura y dinámica significativamente
diferente  a  la  del  seno  del  solvente,  lo  que  resalta  la  importancia  del  proceso  de
reorganización del mismo durante el proceso de unión (Davis & Wareham 1999; Saraboji
et al. 2012) 
Por otra parte, se ha acumulado una significativa cantidad de evidencia experimental
en relación con el rol del solvente acuoso en el proceso de unión de carbohidratos, y en
particular respecto a su contribución a la energía libre de unión (afinidad). Chervenak y
Toone obtuvieron una medida directa de la contribución a la entalpía de unión debido a la
reorganización del solvente mediante el empleo de Calorimetría Isotérmica de Titulación
(ITC). Diseñaron experimentos en donde por un lado se medía la entalpía de unión de la
Concanavalina A frente a sacáridos de diferentes longitudes en solución acuosa y por otro
lado se sustituía el agua por oxido de deuterio (agua pesada, D2O). El resultado fue que
en los experimentos donde se utilizó D2O el ∆H fue mayor que en aquellos en donde se
empleó H2O. Partiendo del hecho de que el D2O establece interacciones de hidrógeno
más fuertes que el H2O y que la magnitud de la interacción entre la proteína y el ligando
es muy superior  a  la  del  solvente con la  superficie  de la  proteína,  los investigadores
concluyeron que la variación en el valor de la entalpía (∆H) se debe principalmente a la
reorganización del solvente. En otro experimento similar Chervenak & Toone mediante
determinaciones por espectroscopia Raman, demostraron que la frecuencia vibracional
del solvente es mayor para el H2O que para el D2O cuando ambos tipos de molécula se
encuentran interaccionando con la proteína. Esta disminución en la entropía produce un
efecto compensatorio al  aumento de  ∆H al  usar D2O en lugar de H20 como solvente,
resultando ∆Gu prácticamente invariable en cada caso y de esta forma no afectándose la
afinidad del ligando. En general se observa que el ∆Hu difiere entre 1 y 4 Kcal/mol, siendo
más alto cuando el experimento se hace en presencia de D2O, mientras que el cociente
entre ∆GuH2O/∆GuD2O es cercano a la unidad para todos los casos. Adicionalmente, a partir
del  análisis  de  los  datos  obtenidos  mediante  experimentos  de  Titulación  Isotérmica
Calorimétrica, los autores demostraron que entre el 25 y el 100 por ciento de la entalpía
libre  de  unión  provienen  del  proceso  de  reorganización  de  las  moléculas  de  agua
(Chervenak & Toone 1994). 
En  base  a  consideraciones  teóricas,  Dunitz  et  al.  mostraron  que  la  liberación  de
moléculas de agua altamente ordenadas pueden generar un valor de entropía favorable
por encima de las 2 Kcal/mol a 300K (Dunitz 1994). 
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En  conjunto  estos  experimentos  muestran  un  claro  y  complejo  balance
entálpico/entrópico en el proceso de unión de carbohidratos donde el solvente juega un rol
fundamental. En este contexto, es claro que el proceso de unión de ligandos conlleva,
como se muestra en la Figura 1.2, a una significativa reorganización del solvente en torno
a las superficies de contacto, que contribuye de manera significativa a la energía libre de
unión. 
Figura  1.2.  Representación  de  la  asociación  proteína-ligando  en  agua. La  complementariedad
aproximada  de  la  forma  de  la  proteína  y  del  ligando  ambos  solvatados  permite  que  los  dos  solutos
interaccionen por ajuste inducido, estableciendo de ese modo uniones no covalentes que implican grupos
polares y no polares de la proteína con grupos funcionales del ligando para formar el complejo solvatados.
Las moléculas de agua que solvatan individualmente a la  proteína y  el  ligando se liberan al  seno del
solvente. (adaptado de (Martin & Clements 2013).
El hecho de que en las últimas décadas se le haya prestado particular atención al
estudio de la estructura y la dinámica de las moléculas de agua en el sitio de unión de
ligandos y el rol que éstas juegan en mediar el proceso de reconocimiento por parte de las
proteínas no es casual (Clarke et al. 2001; Kadirvelraj et al. 2008; Di Lella et al. 2009; Z. Li
& Lazaridis 2005). La información contenida en la estructura del solvente en torno al sitio
de reconocimiento para ligandos puede ser de gran utilidad a la hora de encarar el diseño
o la optimización de un fármaco y es por ello que su análisis detallado puede aportar
pautas para los fines antes mencionados.
1.2.2 Sitios de hidratación
Las moléculas de aguas asociadas a la superficie proteica del sitio de reconocimiento
para carbohidratos presentan una estructura y dinámica significativamente diferente a la
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del  seno  del  solvente.  En  los  últimos  años  muchos  trabajos  se  han  concentrado  en
determinar y caracterizar dicha organización particular del solvente, con el fin de hallar
alguna relación con el proceso de unión y la afinidad del ligando. Desde una perspectiva
termodinámica, las moléculas de agua que interaccionan con los residuos polares del sitio
activo  de  una  proteína  están por  lo  general  desfavorecidas desde un punto  de  vista
entrópico,  dadas  las  restricciones  translacionales  y  rotacionales  que  le  impone  la
interacción con el soluto (Dunitz 1994) o bien, dependiendo de la hidrofobicidad del sitio
de unión pueden estar energéticamente desfavorecidas dado que las moléculas de agua
en el sitio de unión no pueden interaccionar de manera completa y óptima con su entorno
(Setny et al. 2010). 
Para  caracterizar  la  estructura  del  solvente,  asociado  a  la  superficie  proteica,  y
determinar sus propiedades, es que diversos autores han utilizado la definición y concepto
de sitio de hidratación (WS, por sus siglas en inglés Water-Site). Los WS se definen como
aquellas regiones del espacio cercanas a la superficie proteica en donde la probabilidad
de encontrar moléculas de agua es mayor a la del seno del solvente en una región del
mismo volumen (típicamente 1 Å3). Este incremento en la probabilidad en las regiones
aledañas a la superficie proteica tiene su fundamento en que las moléculas de agua son
más retenidas por las regiones polares de la misma. 
La  existencia  de  los  WS  es  evidente  en  las  estructuras  obtenidas  mediante
Cristalografía  de  Rayos  X  (CRX),  en  donde  se  pueden  encontrar  como  aguas
cristalográficas.  Estas  regiones  también  se  pueden  poner  en  evidencia  mediante  el
empleo de técnicas de simulación computacional, siendo la más empleada para ello la
Dinámica Molecular en solvente explicito (ver métodos para mayor detalle). Su utilidad y
aplicaciones puede  evidenciarse  en  diferentes  trabajos,  entre  los  que  se destacan el
recientemente publicado por Saraboji et al. donde se reportan las estructuras de Galectina
3 (Gal3-C) en su estado libre y unida a lactosa, determinadas por medio de experimentos
de  CRX y  de  Resonancia  Magnética  Nuclear  (RMN)  de  alta  resolución,  y  donde  se
evidencia no solo la presencia de moléculas de agua fuertemente retenidas en el sitio de
unión del ligando, sino también una notoria similitud entre la estructura de los WS en la
proteína en su estado libre y los átomos de oxígeno de los grupos oxidrilo de la lactosa en
el complejo proteína-ligando (Figura 1.3). 
Estos  datos  sugieren  que  el  sitio  de  reconocimiento  para  cabohidratos  de  Gal3-C
estaría pre-organizado por el solvente para coordinar los átomos de oxígeno del ligando
(Saraboji et al. 2012). Otro trabajo fundacional en el tema fue el realizado por el grupo de
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Lazaridis  y  colaboradores,  quienes estudiaron  los  efectos  del  desplazamiento  de  una
molécula  de  agua  altamente  localizada  (es  decir  un  WS)  en  el  sitio  de  unión  de  la
Concanavalina  A y  demostraron  que  el  reordenamiento  de  éstas  moléculas  de  agua
contribuyen favorablemente  a  aumentar  la  afinidad  de  los  ligandos  (Z.  Li  &  Lazaridis
2005). Por último, también es importante notar que existe un precedente en el  diseño
racional de drogas guiado por el desplazamiento de moléculas de agua claves presentes
en el sitio de unión de ligando, de acuerdo a lo reportado por Lam et al., en donde se
muestra que el desplazamiento de una molécula de agua localizada en el bolsillo de unión
del complejo HIV-1/KNI-272 por un inhibidor similar al KNI-272 hace que éste presente
mayor afinidad por el receptor que el inhibidor sin modificar (Lam et al. 1994). 
Figura 1.3. Superposición de las estructuras Gal3C-lactosa, Gal3C-glicerol, y Gal3C-apo en el sitio de
unión a ligado. Los oxígenos de lactosa (verde) y glicerol (magenta) ocupan las mismas posiciones que las
moléculas de agua que se encuentran en apo (esferas azules) y glicerol unido (esferas de color magenta)
Gal3C (adaptado de (Saraboji et al. 2012).
En resumen, es claro que la estructura del solvente juega un rol fundamental en el
proceso de interacción proteína-ligando, principalmente en el caso de ligandos del tipo
carbohidratos.  En  este  contexto,  es  esperable  que  el  estudio  de  las  propiedades
termodinámicas de la misma pueda dar información sumamente útil, no sólo en relación al
mecanismo de unión de carbohidratos y su termodinámica, sino también como guía para
el diseño racional de drogas.
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1.2.3 Análisis detallado de la estructura del solvente
Las simulaciones  de Dinámica Molecular  surgen como una  importante  herramienta
para  comprender  los  fundamentos  moleculares  de  la  estructura  y  función  de  las
biomoléculas, siendo capaces de reproducir a detalle atómico-molecular los movimientos
de las partículas en función del tiempo. Esta técnica nos permiten abordar, mediante la
generación y simulación de sistemas modelos, diversas propiedades relacionadas con la
estructura y dinámica de los mismos, de manera directa y muchas veces inalcanzable
mediante las técnicas experimentales (Karplus & McCammon 2002). Las simulaciones de
Dinámica Molecular en solvente explícito surgen como una promisoria estrategia para el
estudio de las interacciones agua-proteína, ya que nos permiten alcanzar una descripción
sumamente detallada de la estructura y dinámica del  solvente en el  sitio de unión de
carbohidratos. Esta información, puede además ser combinada con análisis basados en la
mecánica  estadística,  resultando  en  una  caracterización  de  las  propiedades
termodinámicas de las moléculas de agua adyacentes a la superficie proteica y por ende
los sitios de hidratación (Abel et al. 2008; Z. Li & Lazaridis 2006). 
A modo de ejemplo, podemos mencionar trabajos que han calculado la energía libre de
unión estándar para una molécula de agua en el sitio de unión de una proteína, utilizando
el método de doble-desacoplamiento, metodología que se basa en la determinación de la
energía de transferencia de las moléculas de agua desde la superficie proteica hacia el
seno del solvente  (Gilson et al.  1997; Hamelberg & McCammon 2004). Otro esquema
ampliamente utilizado para caracterizar termodinámicamente las moléculas de agua en la
superficie proteica, es la desarrollada por Li y colaboradores basada en la teoría del fluido
inhomogéneo.  Con  esta  técnica  es  posible  determinar  las  contribuciones  entálpica  y
entrópica a la energía libre de llevar una molécula de agua desde el seno del solvente
hacia la superficie proteica (Lazaridis 1998a, 1998b; Z. Li & Lazaridis 2003, 2005, 2006).
Abel et. al. han utilizado esta estrategia para determinar la distribución y propiedades de
las moléculas de agua en el sitio de unión de ligandos del factor Xa (fXa), un importante
blanco para el diseño de drogas involucradas en la vía de la coagulación. Sus resultados
muestran  que  es  posible  utilizar  la  información  obtenida  a  partir  del  análisis  de  la
estructura del solvente para comprender y predecir la energía libre de unión de diferentes
ligandos  (Abel  et al.  2008) Finalmente,  Di  Lella  y  colaboradores  han  estudiado  las
propiedades  de  la  estructura  del  solvente  en  torno  al  sitio  de  unión  a  lactosa  de  la
Galectina 1 (Gal-1), mostrando que las moléculas de agua presentes en el mismo juegan
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un rol  activo  en  la  unión proteína-ligando y  que es  posible  predecir  las  regiones del
espacio  donde  los  átomos  de  oxígeno  del  ligando  pueden  ser  encontrados  en  la
estructura  del  complejo  Gal-1/Galactosamina  (Di  Lella  et al.  2007). En  resumen,  los
métodos de Dinámica Molecular ofrecen una excelente herramienta para el estudio de la
estructura del solvente adyacente a la superficie proteica y han mostrado ser exitosos en
diversos casos de estudio. 
1.3 Los Hidratos de Carbono y su participación en procesos tumorales
1.3.1 Cáncer y Matriz Extracelular (MEC)
El cáncer es una enfermedad que ocurre como resultado del crecimiento descontrolado
de un determinado tipo celular y conlleva a la invasión de otros tejidos y la diseminación
de las células tumorales por el organismo. Las células que se comportan de esta manera
se  caracterizan  por  seis  tipos  de  alteraciones  distintas:  la  capacidad  de  crecer  en
ausencia de señales de crecimiento, la falta de inhibición del crecimiento frente a señales
inhibitorias,  la  evasión  de los programas de muerte  celular  o  apoptosis,  la  capacidad
ilimitada de replicación, el desarrollo de la angiogénesis, y la capacidad metastásica que
lleva a la invasión de otros tejidos  (Hanahan & Weinberg 2000). Los distintos tipos de
carcinógenos (químicos, físicos o biológicos) son capaces de provocar cambios a nivel del
ADN  lo  que  conlleva  al  arresto  del  ciclo  celular,  permitiendo  que  los  mecanismos
especializados reparen el daño. Luego de haberse reparado los daños, el ciclo celular
puede continuar normalmente. Si estos mecanismos fallan, la célula dañada debe ser
eliminada a través de un proceso de muerte celular programada como lo es la apoptosis.
Sin embargo, puede ocurrir que no se induzca la apoptosis y que la célula acumule estas
mutaciones dando lugar al proceso de tumorigénesis. 
El  proceso  carcinogénico  clásicamente  se  encuentra  dividido  en  tres  fases
fundamentales:  iniciación,  promoción  y  progresión.  Durante  la  iniciación  se  producen
mutaciones en el  ADN por acción de carcinógenos químicos o físicos que llevan a la
activación  de  oncogenes  y/o  a  la  inactivación  de  genes  supresores  de  tumores.  La
promoción  se  caracteriza  por  la  expansión  clonal  de  las  células  que  sufrieron  esas
modificaciones  genéticas,  observándose  aumento  de  la  proliferación  celular  y/o
disminución de la muerte (proceso cuantitativo).  Por su parte, la progresión implica el
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aumento  del  tamaño  del  tumor,  la  adquisición  de  nuevas  mutaciones  en  las  células
tumorales (proceso cualitativo) y la invasión y metástasis (Laconi et al. 2008). 
En condiciones normales, un órgano está constituido por tejidos, formados a su vez por
un conjunto de tipos celulares intercomunicados por diversos mecanismos que incluyen el
contacto célula-célula, citoquinas, factores de crecimiento y la matriz extracelular (MEC).
Ésta  última,  producida  en  colaboración  por  los  fibroblastos  estromales  y  células
epiteliales, provee un marco estructural para las células a la vez que facilita la interacción
entre  ellas,  y  proveyendo  señales  de  sobrevida  y  diferenciación.  En  combinación
suministran la información necesaria para la homeostasis celular y el mantenimiento de
las  estructuras  tisulares  (Quail  &  Joyce  2013). Los  procesos  carcinogénicos  se
caracterizan por presentar alteraciones en esa red de comunicación a nivel tisular, lo cual
lleva a la pérdida de la homeostasis y aumenta el potencial tumorigénico de las células
neoplásicas. Así, el desarrollo tumoral no sólo depende de las células neoplásicas sino
también del microambiente que las rodea, el cual está compuesto por células (estromales
y del sistema inmune), MEC, factores de crecimiento y citoquinas (Nelson & Bissell 2006).
Una  prueba  irrefutable  de  la  importancia  del  microambiente  tumoral  en  la
carcinogénesis ha sido aportada por estudios que demostraron que mientras un estroma
normal  puede  retrasar  o  incluso  prevenir  la  formación  de  un  tumor,  la  presencia  de
componentes estromales anormales promueve su crecimiento  (Barcellos-Hoff & Ravani
2000; Illmensee & Mintz 1976; Weaver et al. 1997). Recientemente se ha propuesto que
el  microambiente que rodea a las células tumorales sería diferente según la  fase del
proceso  carcinogénico.  Así,  la  promoción  tumoral  ocurriría  en  presencia  de  un
microambiente  tisular  alterado  que  permitiría  la  expansión  clonal  de  las  células
neoplásicas  con  profundos  cambios  bioquímicos  y  metabólicos  los  cuales  a  su  vez
ejercerían (a modo de retroalimentación positiva) una presión selectiva que conllevaría a
nuevos cambios cualitativos en las células tumorales, aumentando la heterogeneidad de
la  población  tumoral  (Laconi  et al.  2008).  Todas  estas  evidencias  demuestran  el
importante rol que el microambiente que rodea al tumor desempeña en su desarrollo, e
indican que las nuevas estrategias de tratamiento deben apuntar no sólo a destruir a las
células neoplásicas sino también a normalizar el microambiente tumoral. 
1.3.2 El Ácido Hialurónico (AH)
El AH es el  principal  componente no proteico de la MEC. Es un polisacárido lineal
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perteneciente a la familia de los Glicosaminoglicanos (GAGs), aunque se diferencia de la
mayoría  de  ellos  por  no  estar  sulfatado  y  por  ser  el  único  que  no  está  unido
covalentemente  a  proteínas.  Es  una  molécula  relativamente  grande  con  un  peso
molecular de entre 105-107 Da y una longitud de entre 2-25 µm, compuesta por 2000-2500
unidades  repetidas  de  disacáridos  de  D-glucurónico  (GlcA)  y N-acetil-D-glucosamina
(GlcNAc) como se muestra en la figura 1.4 (Toole 2004). 
Figura 1.4. Representación esquemática para un tetrasacárido de Ácido Hialurónico. Las siglas GlcA y
GlcNAc  corresponden  a  Ácido  D-glucurónico  y  N-acetil-D-glucosamina  respectivamente  (adaptado  de
(Almond et al. 1998)).
El AH se encuentra prácticamente en todos los tejidos, constituyendo un componente
esencial  de la  MEC en los vertebrados aunque también puede encontrarse formando
parte de la cápsula de ciertas bacterias del género Streptococcus (Long Liu et al. 2011).
En mamíferos, el AH se halla en altas concentraciones en el humor vítreo, fluido sinovial,
la piel y en el cordón umbilical. En particular, un adulto humano promedio (70 kg) tiene en
su organismo entre 11-17 gramos de AH de los cuales la mayor cantidad se halla en la
piel  (7-8  g).  Concentraciones  intermedias  se  observan  en  pulmón,  riñón,  cerebro  y
músculo. La mínima concentración de AH se observa en sangre periférica  (Fraser et al.
1997). La  biosíntesis  de  AH es  llevada  a  cabo  por  sintetasas  de  AH (HAS)  que  se
encuentran  en  la  membrana  celular  y,  a  medida  que  el  AH  es  sintetizado,  van
extruyéndolo a través de la membrana hacia el exterior. El proceso de síntesis es otra de
las característica que diferencian al AH de otros GAGs, los cuales son sintetizados en el
aparato de Golgi  (Prehm 1984). En mamíferos, existen tres isoformas de HAS: HAS-1,
HAS-2 y HAS-3, que adicionan GlcA y GlcNAc al polímero creciente de AH usando como
sustratos UDP-GlcA y UDP-GlcNAc. Si bien las sintetasas de AH pueden ser reguladas, el
mayor  control  del  depósito  de  AH  ocurre  mediante  su  catabolismo,  el  cual  es  muy
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importante para la homeostasis tisular. 
La degradación del AH es llevada a cabo por enzimas conocidas como hialuronidasas
(HYAL), lo que resulta en la producción de fragmentos de HA de distinto tamaño. En los
humanos existen al menos 7 tipos de enzimas tipo hialuronidasas siendo las HYAL -1 y
HYAL-2 las más importantes. La degradación en los tejidos ocurre in situ (a nivel celular)
así como también a través de su liberación al sistema linfático y luego al vascular. El AH
que llega a la linfa es removido en su pasaje por los ganglios linfáticos. Por su parte, el
que llega a la circulación sanguínea es removido principalmente por el hígado (por las
células  endoteliales  del  sinusoide),  aunque también  la  remoción puede  ocurrir  en  los
riñones o en algunas especies incluso en el bazo (Laurent & Fraser 1992). La endocitosis
del AH tanto en sangre como en linfa tiene lugar a través de su unión a receptores como
HARE  (del  ingles  Hyaluronic  Acid  Receptor  for  Endocytosis)  o  LYVE-1  (del  ingles
Lymphatic Vessel Endothelial  Receptor-1)  (S Banerji  et al.  1999; Zhou et al.  2000).  Un
tercio del AH total del organismo es degradado por día. La velocidad de degradación varía
de  tejido  en  tejido.  En  la  circulación  sanguínea  el  t1⁄2 del  AH  es  rápido  (2-6  min)  a
diferencia de la piel en donde el proceso demora casi 1 día. Sin embargo, en el cartílago
demora 20 días y en humor vítreo 70 días (Laurent & Fraser 1992). 
En condiciones fisiológicas el AH generalmente se encuentra en su forma nativa de alto
peso molecular (AH-HMW) con un tamaño que oscila entre 0.5x106 y 107 Da. Sin embargo
en sitios inflamatorios, pueden hallarse formas de AH de bajo peso molecular (AH-BPM,
entre 1x104 y 0.5x106 Da) u oligosacáridos de AH (o-AH) compuestos por una pequeña
cantidad de unidades disacarídicas (entre 2 y 16 unidades). Estos últimos se observan
frecuentemente en sitios inflamatorios y se originan a partir de la degradación enzimática
de las HYAL o por hidrólisis oxidativa a partir  de Ácido Hialurónico nativo  (Hawkins &
Davies 1998). 
EL AH es un polisacárido con propiedades fisicoquímicas excepcionales como su fuerte
hidratación y viscoelasticidad que dependen del tamaño de la molécula. Además de su co-
nocido rol fisiológico en la hidratación y protección estructural de los tejidos, el AH posee
funciones biológicas importantes interaccionado en la superficie celular con receptores
como CD44, RHAMM y Layilin. De esta forma el HA es capaz de modular la proliferación
celular, el desarrollo, la morfogénesis, la migración, apoptosis, la sobrevida celular y la in-
flamación (Day & Prestwich 2002; Jiang et al. 2007; Vigetti et al. 2009, 2010, 2011). Las
funciones del AH son muy complejas, y la forma, tamaño (AH-HMW, AH-LMW y oAH) y
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concentración del mismo son factores fundamentales que determinarán sus funciones es-
pecificas. 
Se ha descripto que en fibroblastos y células primarias VSMCs la unión de AH-HMW al
receptor CD44 inhibe la entrada en fase S en respuesta a un estímulo mitogénico fuerte,
mientras que la unión de AH-LMW estimula la progresión de la fase G1 y la entrada en la
fase S en respuesta a un estímulo mitogénico débil (Cuff et al. 2001). Asimismo, mientras
que el AH-HMW es anti-inflamatorio, inmunosupresivo y antiangiogenico, el AH-LMWes
capaz de inducir el proceso de inflamación y de angiogénesis (Hodge-Dufour et al. 1997;
Johnson & Ruffell 2009; Stern 2005). Por otro lado, algunos estudios han demostrado que
los oAH son capaces de inducir apoptosis de células tumorales (Alaniz et al. 2006), esti-
mular la activación de células dendríticas activando la respuesta inmune  (Termeer et al.
2000) y de inhibir el crecimiento tumoral in vivo (Zeng et al. 1998).
1.3.3 Ácido Hialurónico y Cáncer
El  microambiente  tumoral  tiene  una  contribución  decisiva  en  el  desarrollo  y
diseminación del cáncer a través de los componentes de la MEC, como lo es el AH, y
mediante  citoquinas  y  quemoquinas  que  regulan  el  comportamiento  del  tumor  y  la
angiogénesis. En este contexto la alteración de la deposición de AH en varios tumores ha
sido bien determinado (Kouvidi et al. 2014; D Nikitovic et al. 2013). De hecho, un número
significativo  de  estudios  muestran que la  deposición  de AH se encuentra  elevada en
varios  tipos  de  tejidos  tumorales  incluyendo,  colon,  mama,  pulmones  y  próstata
(Lokeshwar  et al.  2001;  Pirinen  et al.  2001;  Toole  et al.  2002). La  magnitud  de  la
acumulación  del  AH  tanto  alrededor  de  las  células  tumorales  como  en  el  estroma
circundante  se  correlaciona  fuertemente  con  la  agresividad  del  cáncer,  estimulando
procesos  involucrados  en  el  crecimiento  tumoral,  como proliferación  celular,  invasión,
metástasis,  angiogénesis,  resistencia  a  multidroga  e  interacciones  tumor-estroma
(Karousou et al. 2014; D Nikitovic et al. 2013; Dragana Nikitovic et al. 2003; Toole 2004).
Las  interacciones  entre  las  células  tumorales  y  su  estroma  son  cruciales  para  el
establecimiento de un tumor. Se ha observado que las células tumorales y las estromales
“activadas” por las anteriores, liberan factores de crecimiento y citoquinas que aumentan
el depósito de AH activando células del microambiente tumoral y favoreciendo la invasión
y metástasis  (Misra et al. 2011). En este sentido, el bloqueo de la unión del AH a sus
receptores  provee  una  oportunidad  terapéutica  muy  interesante  para  suprimir  la
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progresión tumoral. 
Como en esencia los oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH) son derivados de bajo
peso  molecular  del  mismo,  los  determinantes  moleculares  de  la  interacción  con  los
receptores  para  AH  son  idénticos,  con  lo  cual,  no  es  difícil  imaginar  que  se pueda
establecer una competencia entre el AH y los oAH por el sitio de unión a ligando de las
proteínas de unión a AH (PUAH). Por esta razón, los oAH se han empleado con el fin de
bloquear las interacciones entre el AH y sus principales receptores. Varios trabajos han
demostrado que los oAH son capaces de inhibir el crecimiento de células tumorales in
vitro e in vivo. (Ghatak et al. 2002; J. Lesley 2000; Zeng et al. 1998).
Además del posible efecto de los oAH como inhibidores competitivos del AH-HMWy
AH-BPM, se ha demostrado en diferentes modelos de experimentación murino in vitro que
los oAH inducen apoptosis a través de la inhibición de las vías de PI3K/Akt y MAPK, y un
aumento en la actividad de las caspasas  (Alaniz et al. 2006; Cordo Russo et al.  2008;
García et al. 2009; Ghatak et al. 2002). 
Adicionalmente, utilizando líneas celulares derivadas de un linfoma T murino  (Lopes
et al. 2001) resistentes a Doxorubicina (LBR-D160), a Vincristina (LBR-V160) y sensible a
drogas (LBR-) se pudo determinar que los oAH son capaces de modular la resistencia a
multidroga  (MDR)  al  sensibilizar  las  líneas  de  linfoma resistentes  a  los  agentes
quimioterápicos mencionados. Este efecto modulador, se cree estaría mediado por CD44,
y  conllevaría  a  la  inhibición  de  la  vía  de  supervivencia  celular  de  PI3K/Akt  y  a  la
disminución de la actividad de la Pgp (bomba de eflujo de drogas)  (Cordo Russo et al.
2008). Por estas razones, el estudio detallado de la interacción entre AH y sus receptores
como CD44, es de suma importancia para el diseño de estrategias terapéuticas.
1.3.4 La proteína CD44
La  proteína  CD44  es  el  principal  receptor  para  el  AH  en  mamíferos.  Es  una
glicoproteína transmembrana tipo I y se expresa en casi todos los tipos celulares en el
hombre  y  el  ratón  (CD44-h  y  CD44-m respectivamente).  Participa  en  la  recepción  y
respuesta  a estímulos  provenientes del  microambiente  celular  e  interactúa con varios
componentes de la Matriz Extracelular (MEC), principalmente con AH y con moléculas o
complejos moleculares del interior de la célula como el citoesqueleto de actina y diversos
transductores de señales (Naor et al. 1997; Ponta et al. 2003). Esta proteína se encuentra
implicada en numerosos procesos celulares, como ser la diferenciación (Ruiz et al. 1995),
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migración  (Sherman et al. 1994), adhesión  (Jayne Lesley et al. 1993) y crecimiento  (Sy
et al. 1991) por lo que su correcto funcionamiento y/o regulación son de vital importancia
para evitar la manifestación de fenotipos patológicos. 
Figura 1.5. Características del gen y el trascripto para CD44. a) CD44 pre-RNAm codificado por 20
exones,  10  de  los  cuales  pueden ser  regulados  por  splicing  alternativo  (variante  o  exones 'V').  b)  La
estructura de la proteína de CD44s se compara con la de la isoforma más grande variante CD44v1-10, lo
que demuestra que las secuencias codificadas por los exones son variantes en la región tallo. c) El dominio
amino-terminal  de  CD44  con  el  motivo  de  unión  a  Ácido  Hialurónico  y,  a  la derecha,  la  estructura
tridimensional destacando los residuos cuya mutación provocan pérdida de función. d) La estructura del tallo
de CD44s consta  de  46 aminoácidos,  pero se puede ampliar  hasta  381  aminoácidos  en  las variantes
presentes en humanos, como se muestra para CD44v1-10. e) El dominio citoplasmático carboxi-terminal es
compatible con la  unión de proteínas con funciones cruciales en la  organización del  citoesqueleto  y la
señalización. Las proteínas ERM (ezrina, radixina y moesina) se unen a los aminoácidos 292-300, y ankyrin
a los aminoácidos 304-318 (adaptado de (Ponta et al. 2003)).
Como  se  muestra  en  la  figura  1.5,  la  proteína  CD44  está  codificada  por  un  gen
constituido por 20 exones  (Screaton et al.  1992). En la mayor  parte de los tejidos se
expresa la isoforma estándar (CD44s), un proteína de 85 kDa codificada por los exones 1
al 5 y 16 al 20; mientras que en algunos tipos celulares específicos se encuentran las
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isoformas variantes CD44v, producto del empalme alternativo de los 10 exones variables
(Exones del 6 al 15, también denominados “exones v” del v1 al v10) (Günthert et al. 1991;
Naor et al. 1997; Ponta et al. 2003). 
Dentro  de  los  dominios  extracelulares  de  CD44  se  destaca  el  domino  distal  a  la
membrana o “dominio globular” constante, codificado por los exones 1 a 5 y encargado de
la  interacción  con  el  AH  (Aruffo  et al.  1990) (figura  1.5).  Este  dominio  guarda  gran
homología con dominios de unión al AH de las proteínas de igual función en el cartílago,
hallazgo que en un principio permitió postular que CD44 se une al AH. El domino proximal
a la membrana es, por otro lado, de suma importancia para la forma y función de la
proteína,  pues  marca  la  diferencia  a nivel  estructural  entre  las  distintas  isoformas  o
variantes de CD44, dado que en su gran mayoría se encuentra codificado por los “exones
v”.  Se  presenta  como  un  “tallo”  que  separa  al  dominio  globular  de  la  membrana
plasmática y puede tener un tamaño variable (Ponta et al. 2003). 
Figura 1.6. Estructura del complejo CD44-AH. (A) Estructura cristalográfica para CD44m en complejo con
oAH4 (verde, PDB ID 4MRD) alineado con el complejo con oAH8 (naranja, PDB ID 2JCR). Las posiciones de
los sacáridos están numeradas de 2 a 8 comenzando por el extremo no reductor. La densidad de electrones
(2Fo - FC) de oAH4 unido es contorneada para 1 σ (cian). (B) Una comparación de estas estructuras a la
estructura apo (blanco; PDB ID 2JCP). Sólo se muestran residuos que cambian significativamente. La Arg-
82 y la Glu-41 se desplazan en un movimiento concertado en función al loop que incluye a la Arg-45, que se
balancea 12 Å hacia el AH. El mismo cambio es inducido por la unión de cualquiera de HA 4 o HA8. Arg-155 y
Asn-29 no son afectadas por la unión de cualquiera de los oAH (adaptado de (Li-kai Liu & Finzel 2014)).
Desde una perspectiva estructural, si bien CD44 se identificó y comenzó a caracterizar
funcionalmente  en  humanos  en  1986  (Isacke  et al.  1986), recién  en  2004  Teriete  y
colaboradores  consiguieron  cristalizar  la  forma  apo  (sin  el  ligando)  de  CD44-h,  tras
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numerosos intentos fallidos de lograr una estructura del complejo CD44-oAH (Teriete et al.
2004). En 2008 el grupo de Jackson consigue cristalizar a CD44-m (murino) junto a un
octasacárido de AH, demostrando que el receptor puede adoptar dos conformaciones (A y
B) cuando se une al AH (figura 1.6). 
Dichas conformaciones son el reflejo de dos estados posibles, uno de baja afinidad por
el  oAH  denominado  A (PDB-ID  2JCQ)  en  donde  una  Arginina  (Arg45)  se  encuentra
alejada del mismo, y un estado de alta afinidad en donde dicho residuo se encuentra en
contacto estrecho con el oAH (PDB-ID 2JCR) (Suneale Banerji et al. 2007) (Figura 1.6).
La comparación estructural entre CD44-h y CD44-m arroja un 99% de identidad para la
posición de los Cα, diferenciándose en un solo aminoácido en la zona de interacción con
AH, debido a la inserción de una Valina en CD44-m (Suneale Banerji et al. 2007). Estas
estructuras son el  punto de partida de los estudios de relación estructura-función con
respecto a la afinidad de CD44 por AH (y derivados) encarados en el presente trabajo de
tesis.
1.3.5 CD44 y su rol en el Cáncer
En numerosos estudios se ha reportado la asociación entre el patrón de expresión de
CD44 y la progresión tumoral, tanto en modelos in vitro, in vivo, así como en humanos. Se
ha descripto una sobreexpresión de determinadas variantes de CD44 en ciertos tipos de
cáncer,  lo cual consolida la idea de que CD44 podría ser empleado como marcador de
diagnóstico o de progresión tumoral (Gee et al. 2004; Kaufmann 1995; Matsumura & Tarin
1992; Negi et al. 2012). 
La  expresión  de  variantes  de  splicing de  CD44  en  tumores  con  alta  capacidad
metastásica, promovió el estudio de la incidencia o el comportamiento de tumores en un
contexto de deficiencia de CD44. Cuando ratones deficientes en CD44 fueron cruzados
con ratones que poseían una mutación puntual en el gen p53, los animales desarrollaron
osteosarcomas  benignos  mientras  que  los  animales  control  desarrollaron  tumores
malignos. Un aspecto interesante del rol de CD44 en el contexto de estas patologías es
que la incidencia del tumor no se vio afectada, lo cual apoya la idea de que esta proteína
podría ser importante para el proceso de metástasis pero no así para la iniciación de la
tumorigénesis (Weber et al. 2002) 
La relación de la proteína con el desarrollo del cáncer viene dada por su papel en los
procesos de adhesión, crecimiento y migración celular, de modo que la alteración de la
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expresión  de  CD44  puede  repercutir  sobre  esas  funciones.  Dicha  variación  en  la
expresión no ocurre por mutaciones en su gen, si no por cambios en los genes cuyos
productos están implicados en la promoción de la carcinogénesis y a la vez controlan la
expresión de CD44 en las células cancerosas. Por otro lado, se sabe que la inclusión de
los  exones  variantes  algunos  de  ellos  asociados  con  determinados  tipos  de  cáncer
depende,  al  menos  en parte,  de  señales  mitogénicas  presentes  en el  microambiente
tumoral que regulan el splicing alternativo (König et al. 1998; Weg-Remers et al. 2001). 
Esta descripto que CD44 posee tres tipos de acción molecular. En primer lugar, puede
interaccionar con componentes solubles extracelulares y con la MEC, como el AH. Estas
interacciones  pueden  resultar  en  una  señalización  intracelular  y  promover  respuestas
celulares, o bien pueden representar funciones adhesivas pasivas. CD44 también puede
servir como proteína de superficie que une enzimas y sustratos, favoreciendo por ejemplo,
la  activación  de  factores  de  crecimiento  y  degradación  de  componentes  de  la  MEC.
Segundo, CD44 puede actuar como co-receptor que media la señalización de receptores
de tirosina quinasas (como Met, EGFR y otros receptores de la familia ERBB). Tercero,
CD44 actúa como un conector entre la membrana plasmática y el citoesqueleto de actina
(Ponta et al. 2003). La complejidad de estos procesos y sus implicancias se ilustran en la
figura 1.7, en donde se pueden observar las diferentes formas en las que el AH puede
promover los estímulos previamente mencionados.
En  1991  Günthert  y  colaboradores,  utilizando  como  modelo  experimental  líneas
celulares de rata, demuestran que el bloqueo de CD44 mediante anticuerpos específicos,
priva a estas células de su capacidad metastásica al ser inyectadas en ratones atímicos
(Günthert et al. 1991). Desde entonces se han realizado muchos estudios de CD44 en
relación al cáncer, abordando tanto los aspectos vinculados a su valor para el diagnóstico
y pronóstico de la enfermedad, como su implicancia en los procesos que desencadenan la
manifestación del fenotipo metastásico.
La interacción de CD44 con HA juega un papel crucial  en la invasión por parte de
células tumorales a los diferentes tejidos del organismo. En tumores mamarios los niveles
de expresión de CD44 y de síntesis de AH son factores que se relacionan directamente
con  la  agresividad  del  tumor  (Veiseh  &  Turley  2011). Las  líneas  celulares  de  tumor
mamario  MCF7  y  4T1  han  sido  ampliamente  caracterizadas  en  relación  con  estos
aspectos,  encontrándose  que  un  aumento  en  la  expresión  de  CD44,  promueve  un
aumento en la capacidad invasiva del tumor y que el bloqueo de dicho receptor mediante
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el  empleo  de  anticuerpos  monoclonales  es  capaz de  revertir  el  fenotipo  metastásico
(Hamilton et al. 2007). 
Figura 1.7. Regulación de cascadas de señalización mediante la interacción CD44-Ácido Hialurónico.
La Hialurónico sintetasa produce AH por extrusión, el cual puede ser retenido por la misma o liberado en el
entorno  pericelular.  El  AH  extruido  interactúa  multivalentemente  con  CD44  para  inducir  y/o  estabilizar
dominios de señalización dentro de la membrana plasmática. Estos dominios de señalización contienen
receptores tirosina quinasas como erbB2 y EGFR, otros receptores de señalización (TGFβR1), y quinasas
solubles  (de  la  familia  Src),  que  impulsan  vías  oncogénicas,  como  por  ejemplo,  la  MAP  quinasa  y
PI3quinasa/Akt,  las  cuales  estimulan  la  proliferación  y  la  supervivencia  celular,  así  como  diversos
transportadores  que  participan  en  la  resistencia  a  fármacos  de  células  malignas.  Diversas  proteínas
adaptadoras como Vav2, Grb2 y Gab-1 median interacciones de CD44 con efectores aguas arriba, por
ejemplo, RhoA, Rac1 y Ras, que impulsan estas vías. En otros casos, las modificaciones postraduccionales
presentes en las regiones variantes de CD44, como por ejemplo, cadenas de heparán sulfato, unen factores
regulatorios y  co-activan receptores tirosina quinasas como c-Met.  Las interacciones CD44-AH también
inducen cambios en el citoesqueleto que promueven la motilidad celular y la invasión. En este caso los
filamentos de actina se unen a la cola citoplásmica de CD44 a través de los miembros de la familia ezrina-
radixina-moisina  (ERM)  o  ankyrina.  Los  proteoglicanos  y  factores  asociados  unidos  al  AH  pericelular
también pueden influir en estas actividades. Este diagrama enfatiza las actividades celulares autónomas
influenciadas por el AH producido por las células tumorales. El AH producido por las células del estroma
puede  tener  actividades similares  o  diferentes,  pero  las  contribuciones  relativas  del  estroma y  del  AH
derivado del tumor aún no están claros (adaptado de (Toole 2009)) 
32
También, es conocido que el incremento de AH en el estroma tumoral está íntimamente
ligado a un pronóstico negativo para el paciente (Tammi et al. 2011). Experimentos in vitro
con líneas celulares humanas de tumor mamario MDA-231 han demostrado que la pre-
incubación  de  las  mismas  con  Ácido  Hialurónico  de  Alto  Peso  Molecular  (AH-APM),
aumenta la capacidad migratoria de las células en un 45%, efecto que puede ser revertido
mediante la  pre-incubación de las células con anti-CD44 u oligosacáridos de longitud
definida (3 unidades disacarídicas) (Afify et al. 2009). 
Los experimentos antes mencionados, refuerzan la idea de que la interacción entre AH
y CD44 es fundamental en el proceso de migración, pero el mecanismo de cómo afecta el
AH al proceso de invasión sigue sin estar claro. El AH se encuentra más concentrado en
la  periferia  de células  malignas que las  células  normales,  apoyando la  teoría  de  que
desempeña un papel importante en la invasividad del cáncer. En concordancia con esta
idea,  el  estudio  de  CD44 en  cáncer  de  mama reveló  que la  sobreexpresión  de  ésta
molécula puede ser considerada como un importante factor pronóstico de la enfermedad,
dada su correlación con una relativamente baja supervivencia de los pacientes que las
contienen en estadios primarios del desarrollo del tumor (Kaufmann 1995). 
Por último, un aspecto poco estudiado y no por ello de menor importancia (aunque sí
de  mayor  complejidad de abordaje),  es  el  rol  que juega CD44 en la  resistencia  a  la
quimioterapia por parte de algunos tumores. Se ha demostrado que el AH es capaz de
inducir preferencialmente la migración de las líneas resistentes, efecto mediado por CD44,
sugiriendo una conexión entre la interacción entre AH-CD44 y el efecto MDR en células
de linfoma. Además, se ha descripto que el tratamiento con AH induce la migración de las
líneas resistentes a través de la activación de Tiam1 por un mecanismo dependiente de
PI3K (Cordo Russo et al. 2008). 
En síntesis, existe considerable evidencia que relaciona CD44 y su afinidad por AH con
el progreso tumoral, lo que abre las puertas a una potencial intervención terapéutica en
base a la modulación de la misma.
1.4 Diseño racional de Fármacos
1.4.1 Relación cuantitativa entre estructura y actividad
Los  métodos  para  establecer  una  relación  cuantitativa  entre  la  estructura  de  una
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molécula y su actividad fueron propuestos por Fujita y Hansch a mediados de la década
del '60 y se basaban en la simple premisa de que compuestos similares en estructura
tendrían actividades similares. Al conjunto de reglas y procedimientos que establecen una
relación  entre  las  propiedades  físicoquímicas,  derivadas  de  la  estructura  de  un
compuesto, con su actividad biológica, determinada por un ensayo estandarizado, se lo
conoce  como  QSAR  (del  inglés,  Quantitative  structure-activity  relationship)  (Fujita  &
Hansch 1967). 
La finalidad de QSAR es construir un modelo que permita predecir si un compuesto
nuevo tendrá actividad, será selectivo o si tendrá éxito como fármaco. Para poder llevar
adelante este tipo de estudios, es fundamental contar con información precisa y detallada
de  un  gran  número  de  compuestos  diferentes  (decenas  o  centenas)  con el  fin  de
establecer un modelo de predicción confiable. El modelo depende principalmente de la
calidad  de  los  datos  biológicos,  la  elección  de  descriptores  físicoquímicos  (grupos
funcionales  o  farmacóforos)  y  métodos  estadísticos  empleados  para  el  análisis  de  la
información. 
Partiendo  del  hecho de  que  un farmacóforo  es  un  conjunto  de  rasgos estéricos  y
electrónicos que son necesarios para asegurar interacciones supramoleculares con un
blanco  biológico  específico,  en  la  química  computacional  moderna,  estos  grupos
funcionales se emplean para definir los rasgos esenciales de una o más moléculas con la
misma actividad biológica. Una base de datos de diversos compuestos químicos puede
ser analizada en búsqueda de moléculas que exhiben las mismas características y que
por  ello  se  diferencian  del  resto.  Las  características  típicas  de  un  farmacóforo  nos
informan si una molécula es hidrofóbica, aromática, puede establecer interacciones de
hidrógeno o interacciones iónicas con un potencial blanco. 
Cuando los datos son insuficientes para establecer un modelo QSAR, se puede apelar
a estrategias alternativas, como son los modelos de farmacóforos basados en el análisis
de la estructura de la proteína. Estos modelos son ventajosos porque no se requiere un
conocimiento a priori de ligandos activos y no están sesgados por la posición que ocupan
los grupos funcionales de ligandos activos previamente identificados. 
Sin embargo, con el fin de capturar el mayor numero de interacciones posibles entre
todos los ligandos potenciales y la proteína, el tamaño del modelo de farmacóforo, es
decir, el número de elementos farmacofóricos (EF), es típicamente bastante grande y por
lo tanto reduce la eficiencia de la búsqueda. 
Con el objeto de salvar este inconveniente, Hu & Lill  desarrollaron un método para
34
seleccionar EF importantes utilizando la información de los sitios de hidratación (figura
1.8). 
Figura 1.8.  Farmacóforos identificados para la estructura en ausencia del ligando en comparación
con las características de interacción entre fXa y sus ligandos co-cristalizados. Los residuos del sitio
de unión a ligando se muestran como barras grises (representando la estructura cristalina minimizada de
fXa, PDB ID 1NFU). a) Los elementos farmacóforos que representan a grupos funcionales potenciales del
ligando se codifican como sigue: puntos de color naranja como los grupos hidrofóbicos, líneas cian como
grupos de donantes de enlaces de hidrógeno, líneas de color rosa como grupos aceptores de enlaces de
hidrógeno. b-d) línea de puntos roja, la interacción de enlaces de hidrógeno; esfera amarilla, de interacción
hidrofóbica. Una molécula de agua conservada (WT1) que se observa en las tres estructuras cristalinas y
una molécula de agua mediando una interacción polar en 1NFU (WT2) se muestran como esferas rojas (b:
PVP en 1NFU, C: PR2 en 1F0S, d: XLD en 1MQ6) (adaptado de (Hu & Lill 2012))
En este sentido, se pueden presentar diversas situaciones las cuales dependerán del
destino que tengan las moléculas de agua presentes en el BS. Por un lado, se puede dar
la situación en la cual las aguas del BS son desplazadas total  o parcialmente por los
ligandos dependiendo de la presencia o no de ciertos grupos funcionales, razón por la
cual se puede plantear una relación entre el número de aguas desplazadas (número de
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contactos agua-agua y agua-proteína perdidos) y la afinidad relativa de un ligando dado
(Hu & Lill 2012). Por otro lado, puede que las aguas estén fuertemente retenidas y actúen
como puentes entre la proteína y el ligando, razón por la cual es de suma importancia
incluirlas en la búsqueda de compuestos (Garcia-Sosa 2013). 
En sus estudios, los autores Hu y Lill seleccionaron farmacóforos mediante el empleo
del  análisis de la estructura del  solvente en el  sitio de unión a ligandos del factor Xa
(figura 1.8). La premisa básica es que los grupos funcionales del ligando que sustituyen a
las moléculas de agua en la proteína apo contribuyen fuertemente a la afinidad de unión
del ligando en general, debido a la energía libre adicional obtenida de la liberación de la
molécula de agua en el seno del solvente. 
De esta manera, los autores calcularon la energía libre del agua liberada del sitio de
unión a ligandos para cada sitio de hidratación utilizando el análisis termodinámico de
simulaciones de dinámica molecular. Los farmacóforos que co-localizaban con los sitios
de  hidratación,  con  contribuciones  favorables  a  la  energía  libre  de  unión  fueron
seleccionados para generar un modelo reducido.  Construyendo modelos reducidos de
farmacóforo  para  tres  sistemas  proteína-ligando  conocidos,  demostraron  un  buen
enriquecimiento combinado con una alta eficiencia. La reducción en el tamaño del modelo
farmacóforo  reduce  el  tiempo  de  detección  requerido  por  un  factor  de  200-500  en
comparación con el uso de todos los elementos farmacóforos de la proteína. En la figura
1.6 se muestra por un lado el análisis completo de los farmacóforos para el sitio de unión
a ligando de fXa junto con las estructuras cristalográficas para algunos de los complejos
con inhibidores reportados.
1.4.2 El bloqueo de la interacción CD44-AH como terapia antitumoral
Como  ya  se  mencionó  previamente  las  interacciones  CD44-AH  juegan  un  papel
importante en el desarrollo, la inflamación, el reclutamiento y activación de células T, el
crecimiento tumoral y metástasis (Toole 2009). El bloqueo de dicha interacción podría ser
una herramienta útil para disminuir la proliferación de células tumorales y la metástasis.
En la figura 1.9 se muestran los diferentes enfoques u estrategias que se han empleado
con el fin de regular la función de CD44.
 Cuando se tratan células de tumor hepático con oligonucleótidos antisentido no solo
disminuye la expresión de CD44 sino que también se incrementa la proporción de células
que entra en apoptosis,  lo que se traduce en una reducción de la tasa de invasión y
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metástasis (Xie et al. 2008). Además, la disminución de la expresión de CD44 aumenta la
sensibilidad de las células de tumor hepático a la Doxorubicina. 
Figura 1.9. Los antagonistas de las interacciones CD44-AH. Estas moléculas tienden a desestabilizan
las interacciones entre CD44 y moléculas capaces de activar cascadas de señalización lo que resulta en la
sensibilización  al  tratamiento  farmacológico.  Diversos  enfoques  se  han  utilizado  para  interferir  con  las
interacciones CD44-AH in vivo e in vitro. A) un dominio de señalización constitutiva; B) el desplazamiento de
AH-HMW por pequeños oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH); C) el desplazamiento de AH endógeno
mediante una proteína de unión de AH soluble (HABP); D) la inhibición de la interacción CD44-AH con un
anticuerpo bloqueante anti-CD44. También se han usado otros enfoques, tales como RNA antisentido o
pequeños RNAs inhibidores contra Hialurónico sintasas o CD44 (adaptado de (Toole 2009))
En pacientes con Leucemia Crónica (LC), la reducción de la expresión CD44 en las
células mieloides es capaz de disminuir significativamente la proliferación de las células
blancas inmaduras de la sangre. En relación a esto, un estudio reciente demostró que el
tratamiento con una sola dosis de 1 mg/kg de anticuerpo monoclonal anti-CD44 (RG7356)
causa  una  completa  erradicación  de  células  de  leucemia  linfoide  crónica  humanas
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injertadas en ratones, principalmente mediante la inducción de apoptosis dependiente de
caspasa (Zhang et al. 2013).
Por otro lado, en modelos murinos de cáncer de mama, se demostró que el empleo de
vacunas tendientes a la generación de anticuerpos específicos contra la variante v6 de
CD44, previenen el desarrollo tumoral y la consecuente metástasis a pulmón  (Wallach-
Dayan et al. 2008). Estos enfoques encontraran un mayor respaldo en la medida en la
que se consiga la adaptación de anticuerpos y vacunas para las variantes específicas de
CD44 que se expresa únicamente en las etapas criticas de progresión del  cáncer  en
cuestión (Ponta et al. 2003). Sin embargo, los ensayos de fase I con anticuerpos contra
CD44v6 en cáncer de mama (Rupp et al. 2007) y pacientes con carcinoma de cabeza y
cuello (Riechelmann et al. 2008) se han discontinuado debido a la toxicidad.
Es importante destacar  que las terapias basadas en anticuerpos monoclonales son
extremadamente costosas, debido principalmente a la dificultad para su producción y al
requerimiento  posterior  de  “humanización”  de  los  mismos,  comparadas  con  posibles
terapias  basadas  en  oligosacáridos  de  origen  vegetal  o  compuestos  glicomiméticos
derivados de éstos. 
En el contexto de CD44, el tratamiento con oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH)
no presenta un panorama alentador, por un lado, debido a que las técnicas actuales para
la obtención del polímero se basan en la producción a partir de bacterias recombinantes
del  genero  Streptococcus (principalmente  Streptococcus  zooepidemicus)  y, si  bien  se
obtiene un producto con una baja proporción de toxinas, el proceso es poco eficiente, lo
que se traduce en un elevado costo (Long Liu et al. 2011). A ésto último se suma el costo
de  la  producción  de  los  fragmentos  cortos  de  oAH  a  partir  de  los  polímeros  y  la
separación de los mismos en oligosacáridos de longitud definida. Incluso, suponiendo que
se  consiguiese  disminuir  los  costos  de  obtención  de  los  oAH,  existe  un  problema
adicional. El metabolismo de AH está muy controlado en el organismo, siendo el hígado el
mayor responsable de su eliminación del torrente sanguíneo (en humanos, la vida media
del  AH  administrado  en  una  dosis  de  3mg/Kg  es  de  12hs)  (Veiseh  &  Turley  2011).
Suponiendo  además,  que  la  administración  de  los  oAH se  efectuara  de  forma local,
podrían presentarse efectos no deseados debido a las propiedades angiogénicas que
tienen los mismos (Slevin et al. 2002; Tan et al. 2011). Las razones antes mencionadas
nos conducen a la búsqueda de alternativas terapéuticas cuyo costo de producción y
toxicidad sean menores al de los anticuerpos monoclonales anti-CD44 y cuya eficiencia
sea superior con respecto a los oAH. 
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1.4.3 Los Glicomiméticos 
Uno  de  los  desafíos  más  grandes  de  la  química  medicinal  es  el  empleo  de
oligosacáridos  como medicamentos.  Los  avances en la  comprensión  funcional  de  las
interacciones proteína-carbohidrato han permitido el  desarrollo de una nueva clase de
fármacos, conocidos como fármacos glicomiméticos (figura 1.10). 
Estos  compuestos  bioactivos  son  capaces  de  imitar  la  función  de  los  hidratos  de
carbono  pero  carecen  de  las  propiedades  no  deseadas  de  los  mismos (propiedades
farmacocinéticas y farmacodinámicas insuficientes, baja actividad y permeabilidad a los
tejidos, escasa estabilidad y vida media en suero, etc.). 
La visión detallada de las interacciones carbohidrato-proteína que se requiere para el
diseño de esta clase de moléculas es provista en gran medida por los recientes avances
en la espectroscopia de RMN y Cristalografía de la Rayos X. Así, la identificación de la
conformación de un carbohidrato unido a su receptor permite el diseño de miméticos con
farmacóforos que se encuentran pre-organizados en su conformación bioactiva, lo que
conduce a una reducción de los costos de entropía tras la unión (Ernst & Magnani 2009). 
Figura 1.10.  Hidratos de carbono y las drogas derivados de carbohidratos. Las estructuras de los
fármacos  actualmente  aprobados  (nombre  comercial  entre  paréntesis).  Estos  incluyen  inhibidores  de
glicosidasa  que  impiden  la  digestión  de  los  hidratos  de  carbono  para  el  tratamiento  de  la  diabetes
(Voglibose, Miglitol y acarbose) y la prevención de las infecciones por el virus de la influenza (zanamivir y
oseltamivir) (adaptado de .(Ernst & Magnani 2009))
Las estrategias para la obtención de este tipo de compuestos se dividen en base a dos
grandes  enfoques.  El  primero  está  relacionado  con  la  síntesis  “de  novo”  de  los
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glicomiméticos, cuyo éxito depende en gran medida de la complejidad del azúcar que se
está queriendo emular. 
Un ejemplo de este tipo de procedimientos es la obtención de un mimético de L-Fucosa
a  partir  de  (-)-Ácido  4-epi-shikímico.  En  este caso,  se  ha  empleado  una  estrategia
tendiente a una apertura reductora del anillo de una arabinofuranosa mediada por zinc
seguido por una reacción de Barbier, que culmina en una metátesis de cierre del anillo. La
funcionalización del (-)-Ácido 4-epi-shikímico a través de adición conjugada de un tiol se
produce  en  alta  diastereoselectividad  para  proporcionar  un  producto  con  las
características de glicanos fucosilados (Grim et al. 2011).
Por otro lado, cuando el glicano es muy complejo, la síntesis “de novo” se torna un
procedimiento muy complicado y la alternativa que se presenta está relacionada con la
adición de grupos funcionales a un ligando convencional o la adaptación de un azúcar con
características similares. 
En  este  sentido,  un  antecedente  importante  en  el  diseño  de  glicomiméticos  es  el
trabajo  de  Benítez  y  colaboradores  quienes  han  demostrado  que  a  partir  de
modificaciones en los oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH) mediante la adición de
grupos  fosfato  se  pueden  cambiar  sus  propiedades  induciendo  la  disminución  de  la
expresión de CD44 como así también la del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF) (Benitez et al. 2011). 
Trabajos  como  el  de  Benítez  y  colaboradores,  avalan  la  idea  de  que  sutiles
modificaciones  en  el  ligando  pueden  cambiar  drásticamente  el  efecto  que  tienen  al
interaccionar con sus receptores. Pero como se mencionó con anterioridad, la generación
de fármacos basados en oAH tiene sus limitaciones. 
Es por ello que es necesario encontrar una alternativa rentable a los mismos, tendiente
a disminuir los costos de producción y la efectividad de los mismos. 
1.5 Hipótesis y Objetivos Generales
1.5.1 Hipótesis
Las herramientas computacionales que fueron desarrolladas para múltiples propósitos,
pueden ser adaptadas para la búsqueda, identificación y evaluación de compuestos de
origen natural con capacidad glicomimética de oligosacáridos de Ácido Hialurónico. 
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1.5.2 Objetivos Generales
• Determinar  si  existe  una  correlación  entre  la  posición  que  ocupan  las
moléculas  de  agua  en  el  sitio  de  reconocimiento  para  carbohidratos  en
lectinas  cuando el  ligando  se  encuentra  ausente y  la  de  los  átomos de
oxigeno de los carbohidratos en estructuras cristalográficas de los complejos
correspondientes. 
• Diseñar y evaluar un protocolo de docking que incluya la información de la
estructura  del  solvente  en  el  sito  de  unión  a  ligandos  provenientes  de
estructuras cristalográficas y evaluarlo en un conjunto de lectinas. 
• Identificar compuestos de origen natural capaces de emular las propiedades
de los oligosacáridos de Ácido Hialurónico para su empleo como adyuvantes
de la Doxorubicina en protocolos de evaluación de quimioterápicos sobre
modelos de patologías tumorales.
1.6 Estructura del trabajo
Luego de esta introducción general, se incluye un apartado de Metodología en el cual
se presenta una descripción de los métodos computacionales empleados en este trabajo.
Los resultados obtenidos durante el trabajo de Tesis se desarrollarán en tres capítulos (3
a 5). Dada la diversidad de técnicas y disciplinas que se exploran en cada capítulo y con
el fin de mantener siempre en claro el origen de la problemática, se decidió incluir una
introducción  específica  en  cada  uno  de  esos  capítulos  para  guiar  al  lector  en  los
antecedentes  más  importantes  del  tema  a  desarrollar  y  las  metodologías  y  ensayos
particulares  empleados  en  dicha  sección  para  explorar  las  hipótesis  de  estudio.  Por
último, en el capítulo 6 se presenta una discusión general y se resumen las principales
conclusiones de esta Tesis, junto a las perspectivas futuras para los temas investigados.
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2
Métodos
Computacionales
2.1 Simulación de sistemas moleculares
Desde principios del siglo XX, y luego de los descubrimientos realizados por Planck,
Young y Einstein, entre otros, la mecánica cuántica se posicionó como la teoría adecuada
para la descripción de partículas de dimensiones atómicas (o simplemente moléculas). 
La  aplicación  de  métodos  basados  en  la  mecánica  cuántica  en  la  Química,  hasta
aproximadamente mediados del siglo XX, se limitaba al estudio de las propiedades de
átomos aislados o moléculas pequeñas, debido a su alto costo de computacional. Con el
intenso  desarrollo  de  la  tecnología  informática,  en  las  últimas  décadas  la  mecánica
cuántica ha sido aplicada en la resolución de una gran diversidad de problemas químicos.
Sin embargo, aún hoy resulta extremadamente costoso (aunque no imposible) el estudio
de un sistema de miles de átomos (como en el caso de una proteína) con un elevado nivel
de teoría  dentro del  contexto de la  mecánica cuántica.  Debido a esto,  en paralelo  al
desarrollo  de  los  métodos  de  simulación  basados  en  la  mecánica  cuántica,  se  han
desarrollado metodologías basadas en la mecánica clásica, y métodos híbridos cuántico-
clásicos. 
Si bien la utilización de la mecánica cuántica resulta indispensable cuando se desea
abordar  un  sistema  en el  que  se  requiere  detalle  de  su  estructura  electrónica,
particularmente para aquellos problemas en el que se estudie la formación o ruptura de
enlaces  químicos,  existen  otro  tipo  de  situaciones  de  interés,  en  especial  en
macromoléculas,  en  las  que  se  desean  estudiar  cambios  conformacionales,  aspectos
relacionados con el comportamiento dinámico de la molécula y el estudio de interacciones
no covalentes (como ocurre en el caso de la interacción de una proteína y su ligando,
sustrato  o  inhibidor).  En  estos  casos,  los  métodos  basados  en  la  mecánica  clásica
permiten un abordaje adecuado en cuanto a su precisión y a su costo computacional.
A diferencia de los cálculos mecano-cuánticos, en los que se debe tratar de manera
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explícita los electrones del sistema los métodos que involucran las aproximaciones de la
mecánica clásica ignoran los movimientos electrónicos y solamente calcula la energía
potencial del sistema en el marco de la aproximación de Born-Oppenheimer, como una
función relativamente simple. Este procedimiento reduce el número de operaciones que
se  deben  hacer  para  el  cálculo  energético  en  cada  configuración  del  sistema,
disminuyendo drásticamente  el  costo  computacional  y  haciendo  posible  el  estudio  de
sistemas mucho más grandes, como por ejemplo las proteínas  (Leach 2001). Por otro
lado, las simulaciones están basadas en la propagación determinista de las fuerzas que
actúan sobre un sistema molecular de acuerdo a las ecuaciones de Newton, lo que hace
posible observar con detalle atomístico la progresión del movimiento molecular en una
escala de tiempo del  orden 10-12 a 10-9 segundos,  como por  ejemplo, las vibraciones
elásticas  de  los  dominios  globulares  y  la  rotación  de  las  cadenas  laterales  de  los
aminoácidos expuestas a solvente (Adcock & Mccammon 2006). 
En  los  métodos  basados  en  la  aproximación  clásica  antes  mencionada,  conocidos
como  de  mecánica  molecular,  la  energía  potencial  viene  dada  por  una  expresión
matemática  dependiente  de  las  coordenadas  de  los  núcleos  y  de  una  serie  de
parámetros. A esta función que define a la energía potencial se la denomina campo de
fuerzas, ya que el gradiente de la misma permite obtener la fuerza que actúan sobre cada
átomo, aunque también se lo describe en la literatura como potencial. Actualmente, hay
disponibles diferentes campos de fuerza clásicos como CHARMM  (Brooks et al. 1983),
GROMOS  (Scott  et al.  1999) o  AMBER  (Weiner  & Kollman 1981).  Todos poseen una
descripción similar de los términos que contribuyen a la energía, aunque difieren en los
parámetros que se utilizan en la ecuaciones. En esta tesis se ha utilizado el campo de
fuerzas de AMBER que será descripto con mayor detalle a continuación. 
En general,  la  mayor  parte  de  los  campos de fuerzas que se  utilizan  actualmente
pueden ser interpretados en función de 4 términos, que incluyen descripciones de las
fuerza intra- e intermoleculares con el sistema. De este modo, una forma funcional que se
suele  utilizar  para  modelar  un  conjunto  de  átomos  y/o  moléculas  se  describe  en  la
ecuación 2.1, 
V (rN )=∑
enlaces
Κ B(li−li , 0)2+∑
ángulo
Kθ(θ i−θi ,0)2+ ∑
torsiones
V n
2
(1+cos(nω−γ ))
+∑
i
N ∑
j=i+1
N
(4 εij [(σ ijrij )
12
−( σ ijrij )
6
]+ qiq j4 π ε0 rij )
      (2.1)
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en donde V (r N ) es la energía potencial expresada en función de la posición vector r de
N partículas (usualmente átomos). El primer término corresponde al estiramiento de los
enlaces entre pares de átomos, en donde la unión entre los mismos es descripta por un
oscilador armónico de acuerdo a la ley de Hooke, el cual tiene su mínimo a la distancia de
equilibrio li,0 , que correspondería a la distancia de equilibrio entre esos dos átomos, y KB
es la constante de fuerza del oscilador. El segundo término da cuenta de la desviación
angular respecto de un valor de referencia θi,0 en el marco de una aproximación armónica
con Kθ la constante de fuerza de la flexión angular. Típicamente, los ángulos son más
susceptibles a la deformación que los enlaces, de modo que las constantes de fuerza
angulares poseen valores de entre 30-90 kcal/(mol Radian) mientras que las de enlace
poseen valores de entre 200-500 kcal/(mol Å). El tercer término corresponde a la energía
de torsión de los ángulos denominados diedros o impropios, los que describen la energía
potencial a lo largo de un eje de rotación definido por un enlace. En la fórmula del campo
de fuerzas, ω es el valor que toma el diedro que se calcula, de acuerdo al esquema de la
figura  2.2.  El  término  Vn ,  está  relacionado  con  la  magnitud  de  la  barrera  entre  dos
mínimos adyacentes, “n“ es la multiplicidad, que describe cuantos mínimos hay para la
rotación entre 0 y 360 grados. Por último, “  Ɣ ” es la fase que determina donde el ángulo
pasa por el primer mínimo. Por ejemplo, el perfil de energía para la rotación alrededor de
un  enlace  simple  de  dos  átomos  de  carbono  unidos  con  hibridación  sp3 podría  ser
representado por un término rotacional con n=3 (correspondiente a los tres mínimos 60,
180 y 240 grados) y  Ɣ = 60° que es el primer mínimo correspondiente a la conformación
anti. Por último, los campos de fuerzas incluyen uno o más términos de no unión (últimos
términos  en  la  ecuación  2.1),  los  cuales  tienen  en  cuenta  las  interacciones  entre
moléculas independientes y todos los átomos a más de tres enlaces de distancia. Las
interacciones de no unión no dependen de una interacción específica entre los átomos,
sino  que  más  bien  son  contactos  a  través  del  espacio  usualmente  modeladas  como
funciones  de  la  distancia.  Los  términos  de  no  unión  en  un  campo  de  fuerzas  son
usualmente  considerados  en  dos  grupos,  uno  que  comprende  las  interacciones
electrostáticas y otro que comprende las interacciones denominadas de van der Waals
(vdW). La interacción electrostática es una consecuencia de la distribución asimétrica de
la densidad de carga en las moléculas y la ley de Coulomb y las interacciones de vdW
comprenden de algún modo las fuerzas de London y el volumen de los átomos. En la
figura 2.1 se presenta gráficamente como se modelan las interacciones para un sistema
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compuesto por un dipéptido de Alanina en solución acuosa. 
En el potencial AMBER, el potencial electrostático de cada molécula es representado
por un arreglo de cargas fraccionarias puntuales ubicadas en la posición de los átomos de
la molécula. Estas cargas fraccionarias están elegidas de manera tal que reproduzcan el
potencial electrostático por la molécula sobre su entorno (Bayly et al. 1993; Cornell et al.
1995). Por ejemplo, en uno de los modelos de la molécula de agua usado por AMBER, al
átomo de oxígeno le es asignado una carga de -0.8 e y a los átomos de hidrógeno, una
carga de 0.4 e cada uno (ver figura 2.4). 
Figura 2.1. Representación esquemática de los 4 términos del campo de fuerzas molecular. En la
figura se puede ver la forma del potencia empleado para modelar las interacciones de no unión (potencial de
Lennard Jones) entre dos átomos de hidrógeno, el oscilador armónico que describe las variaciones en las
distancias de enlace entre un átomo de oxigeno del grupo carboxilo y el átomo de carbono inmediato y la
función periódica que describe las rotaciones (valores angulares) para un grupo metilo en un modelo de
solvente continuo.
Una vez asignadas las cargas a todos los átomos, la interacción entre los mismos es
calculada usando la ley de Coulomb (ver último término de la ecuación 2.1). No obstante,
las  interacciones  electrostáticas  no  pueden  por  sí  solas  describir  totalmente  las
interacciones entre los átomos de moléculas diferentes. Por ejemplo, en gases nobles
donde los momentos multipolares son todos cero, no se esperaría que haya atracción
entre los átomos, aunque sin embargo es posible observar la presencia de fases líquidas
y sólidas en determinadas condiciones de presión y temperatura. Estás desviaciones a la
idealidad del comportamiento de un gas noble fueron tempranamente cuantificadas por
van der  Waals  y  años más tarde,  London,  mostró  que  esta  contribución  atractiva  es
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originada  por  fuerzas  dispersivas  que  pueden  ser  explicadas en  base  a  la  mecánica
cuántica a través de la generación de dipolos transientes, dados por la fluctuación de la
posición de los electrones en la nube electrónica. 
Por otro lado, si solo tuviéramos en cuenta la interacción electrostática de dos átomos
con signos opuestos, estos se atraerían hasta colapsar en un mismo punto del espacio
obteniéndose un valor infinito de energía, lo cual muestra la incompletitud del modelo
coulómbico para describir las interacciones de no unión. Un ejemplo se puede ver en el
acercamiento de dos átomos de Argón por  debajo  de los 3 Å en donde un pequeño
decremento  de  la  distancia  genera  un  gran  aumento  en  la  energía  potencial  (este
incremento también tiene su origen en la mecánica cuántica y puede ser comprendido en
términos  del  principio  de  exclusión  de  Pauli).  La  fórmula  que  describe  de  manera
adecuada  a  este  tipo  de  interacción,  repulsiva  de  corto  alcance  y  dispersiva  a  largo
alcance,  es  el  potencial  denominado  de  Lennard-Jones  12-6,  el  cual  posee  dos
parámetros que dependen del par de átomos del cual se esta describiendo la interacción:
la distancia del mínimo de energía entre ambos átomos (rij ) y el valor de la energía en ese
punto (ǫij ), como se muestra en la figura 2.1. 
Los parámetros están tabulados según el tipo de átomo, de manera que para encontrar
los parámetros correspondientes a la interacción del par de átomos i y j, se utilizan las
siguientes  reglas  de  combinación  de  Lorentz-Berthelot  en  donde  podemos  escribir  al
diámetro de colisión como σij = 12 (σii + σjj ); y a la profundidad del pozo como ǫ ij = √ǫii ǫjj.
En este tipo de campo de fuerza el cálculo del término de no unión es el más costoso
desde el punto de vista computacional ya que en el caso ideal involucra computar las
interacciones de aproximadamente Nx(N-1) pares de átomos, mientras que los términos
de enlace, angulares y de torsión escalan linealmente con el número de átomos (N). De
este modo, para disminuir el costo computacional, típicamente las interacciones de no
unión son calculadas solamente entre los pares de átomos que se encuentran a una
distancia menor que un valor de corte conveniente (usualmente los valores del radio de
corte están alrededor de 12 Å) (Leach 2001). 
2.1.1 Métodos para explorar la Superficie de Energía Potencial (SEP)
Para la mayor parte de los casos, a excepción de sistemas muy simples, la energía
potencial  del  sistema  es  descripta  por  una  función  multidimensional  de  las  3N
coordenadas (3 coordenadas para cada uno de los N átomos), lo que la hace difícil de
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resolver  analíticamente.  A la  hipersuperficie  que describe  la  energía  en  función  de la
posición de N átomos se  la  conoce como superficie  de energía potencial  (SEP) y la
importancia de conocerla en su completitud radica en que nos permitiría obtener todas las
propiedades termodinámicas y cinéticas del  sistema.  Sin  embargo,  esta  es una tarea
inabordable y es por eso que se han desarrollado métodos alternativos para explorar
regiones de interés  de la  SEP que nos permiten  obtener  los  valores  termodinámicos
deseados (asociados al proceso de interés) de manera eficiente (Leach 2001). 
En la figura 2.2 se muestra un ejemplo de SEP para el proceso de  unfolding de una
proteína verde fluorescente determinada experimentalmente mediante el empleo de un
microscopio de fuerza atómica (Dietz & Rief 2004). En este caso, el panel de la izquierda
representa una función tridimensional que describe el estado energético del sistema en
función a dos coordenadas de reacción (RC1 como la distancia C-N terminal de la proteína
y RC2 como la dirección de la fuerza aplicada), en donde el mínimo esta representado por
la proteína correctamente plegada y 
Figura  2.2.  Representación  esquemática  de  la  Superficie  de  Energía  Potencial  (SEP)  para  el
unfolding de una proteína verde fluorescente (GFP). En el panel de la izquierda  (a) se muestra una
representación tridimensional simplificada de la SEP como la variación de la energía libre en función de las
coordenadas de reacción (RC). Las flechas rojas indican la evolución del sistema en función a las RC. En el
panel de la derecha  (b) se observan los distintos estados por los que atraviesa el polipéptido antes de
alcanzar el estado desplegado como una proyección de RC1 a través de la SEP. 
Cabe destacar que si bien los valores para cada un de los estados de transición fueron
determinados de forma experimental,  en general  no se cuentan con las herramientas
necesarias  para  arribar  a  estos  resultados.  Ademas,  en  la  mayoría  de  los  casos  las
preguntas que se buscan responder están relacionadas con cambios conformacionales
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mas sutiles (como la reorganización de un  loop).  Es por ello  que suele recurrir  a los
métodos  computacionales,  los  cuales  han  mostrado  ser  efectivos  para  determinar
variaciones  estructurales  (junto  con  sus  respectivos  parámetros  termodinámicos)  en
proteínas (Shaw et al. 2010). En la practica, esto consiste en realizar simulaciones de la
proteína  (o  alguna  otra  biomolécula  de  interés)  en  solución  y  estimar  los  valores  de
energía libre en función a una o mas coordenadas de reacción. 
2.1.2 Minimización de la Energía del sistema. 
Las conformaciones espaciales o puntos sobre la SEP más relevantes son aquellos
que poseen la menor energía dado que las mismas hacen referencia a los estados mas
estables del sistema, es decir aquellos en los cuales es más probable encontrarlo (los
más  representativos).  Sin  embargo,  para  un  sistema  de  3N  coordenadas,  existen
numerosos mínimos locales sobre la superficie de energía potencial,  lo que hace muy
difícil identificar de manera exacta la geometría del sistema correspondiente a un mínimo
para resolver este problema. En general, existen diversos algoritmos permiten explorar la
SEP hasta encontrar un punto donde cualquier movimiento en cualquier dirección haga
que la energía del sistema crezca, lo que por definición es un mínimo. Entre los algoritmos
más utilizados, están el de pasos descendentes y el del gradiente conjugado, cada uno
con  sus  ventajas  y  desventajas  al  punto  que  en  la  práctica,  se  suele  utilizar  una
combinación de ambos, ya que resultan complementarios entre sí. Por ejemplo, primero
se suele usar el método de pasos descendentes ya que se ha visto que funciona mejor
cuando la estructura inicial difiere mucho de la/s estructura/s en el mínimo de la SEP y
luego, cuando los contactos desfavorables ya han sido eliminados, se utiliza el método de
gradiente conjugado que es más eficiente para explorar las estructuras cerca del mínimo
de energía.  Cuando uno busca y llega a un mínimo local  de la  SEP se dice que ha
optimizado la geometría o minimizado la estructura/conformación del sistema. 
2.1.3 Dinámica Molecular
El proceso de relajar la estructura inicial mediante algoritmos de minimización (como se
ha detallado en la sección previa) genera configuraciones individuales de mínima energía
del sistema. Si bien en muchos casos, esta información puede ser suficiente para predecir
de  manera  aproximada  las  propiedades  del  sistema  (por  ejemplo,  para  moléculas
55
pequeñas o  un conjunto  de  estas  en  fase  gaseosa),  la  misma no  es  suficiente  para
comprender y predecir las propiedades de líquidos, soluciones y sólidos, así como para
investigar el comportamiento de macromoléculas que poseen una SEP con numerosos
mínimos locales muy cercanos en energía y donde la dinámica juega un rol fundamental.
En este punto, los métodos de simulación computacional nos permiten obtener una serie
de  configuraciones  representativas  del  sistema,  de  modo  que  las  propiedades
termodinámicas extraídas del mismo se correspondan de manera precisa con los valores
reales. 
Una de las técnicas más utilizadas para explorar una dada región de la SEP es la
Dinámica Molecular (DM) clásica en la cual se calcula la progresión real del sistema en
función  del  tiempo.  Para  ello,  las  posiciones  atómicas  del  sistema  son  propagadas
temporalmente integrando las ecuaciones de movimiento de Newton, para lo cual existen
numerosos algoritmos siendo el algoritmo de Verlet (Verlet 1967) o el de ”leapfrog” (Qiang
& Habib 2000) de los más utilizados. En cada paso de la dinámica, la energía y la fuerza
sobre cada átomo son calculadas. Luego, en base a esto, se calculan cuáles serán las
posiciones y velocidades de cada átomo en un intervalo de tiempo posterior (que por lo
general, para el caso de proteínas, es denominado “time step” (dt) y está en el orden de
los  femtosegundos).  De  esta  manera,  se  genera  una  trayectoria  que  describe  como
cambia la conformación del sistema en función del tiempo. Es importante notar que el dt
debe ser tan pequeño como para poder describir  de manera adecuada el movimiento
natural del sistema, como si la integración de las ecuaciones de Newton fuera exacta. Sin
embargo, cuanto menor sea el mismo, deberá realizarse un mayor número de cálculos
para simular un tiempo total dado. 
En general,  una buena solución de compromiso,  es utilizar un  dt que sea 1/10 del
tiempo característico del modo más rápido del sistema (en biomoléculas, los modos de
mayor frecuencia corresponden a la vibración de enlaces, en particular la vibración C-H y
comúnmente se utiliza ”time step” de 2 femtosegundos (Adcock & Mccammon 2006) ).
2.1.4 Entorno de Simulación: Condiciones Periódicas de Contorno 
Usualmente, las simulaciones de Dinámica Molecular se realizan en medios solvatados
con moléculas de agua explícitas y rodeadas de otras moléculas de proteína como si
estuvieran en un ambiente pseudo-cristalino o en una solución altamente concentrada.
Estas  condiciones  periódicas  permiten  realizar  simulaciones  utilizando  un  número
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relativamente pequeño de partículas, pero de manera tal que las mismas experimenten
fuerzas como sí estuvieran en solución. 
Para establecer estas condiciones, el sistema se replica en todas direcciones para dar
un arreglo de cajas periódicas que replica la caja central, en donde los átomos que están
fuera, son simplemente imágenes de los átomos simulados en la misma. Este tipo de
replica del sistema, es conocido como condiciones periódicas de contorno y asegura que
todos los átomos simulados estén rodeados de otros átomos que componen el sistema,
simulando que cada uno este en “el seno” del solvente.
Figura 2.3. Condiciones periódicas de contorno y radio de corte. Representación esquemática de un
sistema en donde la celda central  se repite en todas las direcciones y una partícula dada interacciona
(términos de no unión) sólo con aquellas partículas que se encuentren dentro del radio de corte.
2.1.5 Condiciones Experimentales: Temperatura y Presión 
En  las  simulaciones  por  DM,  es  importante  poder  replicar  las  condiciones
experimentales del sistema a simular, como por ejemplo, la presión y temperatura. Para
ello, se utilizan los termostatos y barostatos, siendo uno de los termostatos más utilizados
en la simulación de sistemas grandes (de cientos o miles de átomos), como es el caso de
las proteínas solvatadas con solventes explícitos, el propuesto por Herman Berendsen en
1984  (Berendsen et al. 1984). Este termostato acopla débilmente el sistema a un baño
externo a temperatura y/o presión fija  con una constante  de tiempo ajustable  para el
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acoplamiento con el mismo para mantener la temperatura y/o la presión constante en una
simulación  de  dinámica molecular. Para  ello,  parte  de  la  ecuación  de  movimiento  de
Langevin  e  impone  la  condición  de  acoplamiento  global  con  la  mínima  perturbación
localizada  y  modifica  la  misma  dejando  como  remanente  el  acoplamiento  global  del
sistema  al  baño.  De  esta  manera,  el  termostato  de  Berendsen  minimiza  ∑mi(∆vi)2
manteniendo ∑∆(1/2 mv2) constante con el objeto de que la forma Maxwelliana de la curva
de distribución de velocidades se conserve (Berendsen et al. 1984).
Es así como el baño resulta una fuente de energía térmica, pudiendo quitar o entregar
calor al sistema según sea el caso y de este modo, las velocidades son reescaladas en
cada paso de dinámica molecular, dado que la velocidad de cambio de temperatura es
proporcional a la diferencia de temperatura entre el baño termostático y el sistema:
dT ( t)
dt
=
1
τ (Tbaño−T (t ))                     (2.2)
en donde  Ƭ es un parámetro cuya magnitud determina el grado de acoplamiento entre
baño termostático y el sistema. Los cambios de temperatura entre los sucesivos intervalos
de tiempo viene dada por:
∆T= δtτ (Tbaño−T (t))                    (2.3)
Por consiguiente, el factor de escalamiento para las velocidades es:
λ2=1+ δtτ (
T baño
T (t)
−1)                      (2.4)
En donde  Ƭ, es la constante de acoplamiento temporal, la cual determina la escala de
tiempo para la cual la temperatura deseada es alcanzada, de esta manera cuando Ƭ es
grande el acoplamiento será débil y el sistema tenderá a comportarse de manera aislada,
mientras que si  Ƭ es pequeño el acoplamiento será fuerte. Lo recomendable es que el
acoplamiento no sea ni muy débil como para que el sistema este aislado ni muy fuerte
como para no permitir que la temperatura del sistema fluctué en torno a la temperatura
deseada (para esto es conveniente mantener la relación δt/  Ƭ entre 0.001 y 0.002) (Adcock
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& Mccammon 2006; Berendsen et al. 1984; Leach 2001). 
Por  otro  lado,  el  barostato  de  Berendsen  se  define  de  manera  análoga  según  la
siguiente ecuación:
µ=[1−∆ tτ p (P0−P)]
1 /3
                                (2.5)
donde  Ƭp es la constante de acoplamiento,  P0 es la presión de referencia,  P la presión
instantánea del sistema y ∆t es el intervalo de tiempo de integración.
2.1.6 Modelos de agua explícita
Existen  numerosos  modelos  de  agua  para  simular el  solvente  que  rodea  a  las
biomoléculas  de  manera  explícita.  La  mayor  parte  de  los  modelos  de  agua  no
polarizables, asumen una carga positiva sobre los hidrógenos y una carga negativa junto
con  una  interacción  de  Lennard-Jones  en  la  posición  del  oxígeno.  En  general,  se
diferencian en la geometría del enlace (distancia O-H y ángulo H-O-H), y la magnitud de la
distribución de cargas (todos los modelos localizan la carga positiva sobre los átomos de
hidrógeno pero difieren en la localización de la/s carga/s negativa/s y en las propiedades
físicoquímicas del agua real que se pretende reproducir y contra las cuales se ajustan los
parámetros del modelo) (Vega et al. 2009).
Entre los más populares se encuentran el modelo TIP3P, TIP4P, TIP5P, y TIP4P/2005.
Todos estos modelos exhiben la misma geometría (la distancia O-H y el ángulo H-O-H) y
se corresponden a los valores del agua en fase gaseosa, es decir 0.9572 Å y 104.530
respectivamente. El modelo TIP3P fue propuesto por Jorgensen et al. en 1983 en el cual
la carga negativa esta localizada sobre el átomo de oxígeno y las cargas positivas sobre
los  átomos  de  hidrógeno.  Los  parámetros  del  modelo  (por  ejemplo,  aquellos
correspondientes  al  potencial  de  Lennard-Jones  y  las  cargas  sobre  cada  átomo)  son
ajustados  de  manera  tal  que  reproduzcan  el  valor  de  entalpía  de  vaporización  y  la
densidad del agua líquida en condiciones estándar de presión y temperatura. En general
el  modelo  de  agua  TIP3P es  el  más  ampliamente  utilizado  con  campos  de  fuerzas
parametrizados para biomoléculas (Jorgensen et al. 1983). 
59
Figura 2.4 Modelos explícitos de agua. Representación esquemática de distribución de sitios, cargas,
ángulos y distancias para los modelos TIP3P (A) y TIP4P (B).
En el modelo de agua TIP4P, la carga negativa está localizada a 0.15 Å de la posición
del oxígeno (usualmente llamado centro M), y si bien ha sido implemetado por Jorgensen
et al.,  la  geometría del  modelo fue propuesta por Bernal  y Fowler en 1933  (Bernal  &
Fowler 1933) y al igual que para el modelo de agua TIP3P, los parámetros del modelo de
agua han sido ajustado de manera tal que reproduzcan la entalpía de vaporización y la
densidad del  líquido  a  temperatura  ambiente.  Si  bien  existen numerosos modelos  de
agua, un trabajo de Cerutti et al., en donde se compara la capacidad de los campos de
fuerza de biomoléculas para reproducir las propiedades de las estructuras cristalográficas
de  proteínas  en  combinación  con  distintas  tipos  de  modelos  de  aguas,  llega  a  la
conclusión  de  que  la  elección  del  modelo  de  aguas  tiene  un  efecto  despreciable  en
comparación con la elección del tipo de campo de fuerzas utilizado para la proteína, y ya
que estos han sido mayormente parametrizados utilizando un modelo de aguas de tipo
TIP3P, es conveniente utilizar este modelo de aguas (Cerutti et al. 2010).
2.1.7 Campo de fuerza para Carbohidratos
El desarrollo de un campo de fuerzas confiable para poder simular el comportamiento
de los carbohidratos en los distintos entornos representa actualmente un gran desafío, ya
que es necesario considerar la influencia de la flexibilidad inherente de los glicanos en el
desarrollo  y  validación  de  los  parámetros.  A  diferencia  de  las  proteínas  y  los
oligonucleótidos (los cuales pueden ser reconstruidos como una combinación lineal de
sus partes), los glicanos son frecuentemente estructuras ramificadas que en la mayoría de
los casos,  presentan carbonos quirales y que están unidos a un grupo hidroxilo,  que
pueden permanecer como tal o bien pueden formar una unión glicosídica para unirse a
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otro carbohidrato. Es decir, que si para la unión entre dos aminoácidos, solo existen dos
posibles combinaciones (Aminoacido1-Aminoacido2  y  Aminoacido2-Aminoacido1),  para la
unión de dos hexapiranosas, se pueden formar 20 disacáridos distintos. 
Por  otro  lado,  los  carbohidratos  presentan  una  peculiaridad  adicional,  dada  por  el
efecto anomérico (que es una manifestación de la preferencia energética mostrada por los
sustituyentes  ricos  en  electrones  unidos  al  carbono  anomérico  a posicionarse
preferentemente en la posición axial respecto de la orientación ecuatorial), el cual tiene
implicancias en azúcares de diferentes tamaños y en diferentes contextos. En términos de
la estructura de oligosacáridos, el efecto anomérico desempeña un rol muy importante,
influyendo en la conformación del enlace glicosídico. En relación con este enlace y de
manera  análoga  a  lo  que  sucede  en  proteínas,  la  conformación  de  los  glicanos  es
generalmente  definida  por  los  ángulos  de  torsión  entre  los  distintos  monosacáridos
vecinos, θ y Ψ (ver figura 2.5). En general, los campos de fuerzas que tratan carbohidratos
pueden ser clasificados de acuerdo a la filosofía con la que fueron diseñados. La mayor
parte  de  ellos  (CHARMM,  GLYCAM06,  GROMOS-45A4,  OPLS-AA-SEI,  etc.)  fueron
desarrollados de manera tal que sean consistentes con las simulaciones de biomoléculas
de gran tamaño, como por ejemplo, proteínas. El resto pueden ser identificados como
campos de fuerzas para moléculas orgánicas (TRIPOS, MM3, MM4, etc) diseñados en
general para representar moléculas orgánicas. 
Todos  estos  parámetros  computacionales  requieren  de  un  conjunto  de  datos
experimentales rigurosos para poder validarlos y como ya ha sido mencionado, se suele
utilizar los datos provistos a partir de experimentos de RMN. Sin embargo, existe una
retroalimentación entre los datos generados por RMN y el desarrollo de los campos de
fuerza dado que a pesar de que los parámetros del campo de fuerzas deben ser validados
frente a los resultados experimentales, es necesario tener modelos que permitan generar
estructuras 3D capaces de explicar los resultados de RMN (Fadda & Woods 2010; D.-W.
Li & Brüschweiler 2011). 
De los numerosos campos de fuerzas para carbohidratos existentes, cada uno con sus
ventajas y desventajas, GLYCAM06 es uno de los más utilizados dado que es compatible
con el campo de fuerzas de AMBER (ff99SB) presentando un amplio y completo conjunto
de carbohidratos y glicoconjugados parametrizados (Kirschner et al. 2008) y que además
ha sido utilizado en combinación con el campo de fuerzas de AMBER para estudiar un
diverso rango de interacciones con proteínas, incluyendo aquellas relevantes a procesos
infecciosos (Newhouse et al. 2009), crecimiento celular (Diehl et al. 2009) y conversión de
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biomasa (Petersen et al. 2009). En este trabajo de tesis se empleo el campo de fuerza de
AMBER.
Figura  2.5  Dos  alternativas  para  un  tetrasacárido  de  Ácido  Hialurónico  y  la  exploración  de  los
ángulos diedros del enlace glicosídico obtenidos a partir de simulaciones de Dinámica Molecular.
Los subíndices m y e hacen referencia a los valores de Phi (θ) y Psi (Ψ) calculados cuando el enlace se
encuentra en el medio o en los extremos del ligando. Los rombos negros representan los valores obtenidos
por difracción de rayos X (adaptado de (Almond et al. 1998))
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2.2 Sitios de hidratación (WS) 
El  cambio  en  la  hidratación  de  dos  moléculas  que  se  unen ocurre  en  una  escala
molecular, con solamente un pequeño número de moléculas de agua que se afectan
directamente. Sin embargo, las contribuciones de las mismas al proceso tiene un gran
impacto, ya que cambios sutiles en la red de puentes de hidrógeno, están frecuentemente
asociados  con  grandes  cambios  en  la  energía  de  interacción,  con  una  ganancia  de
alrededor 10 KBT por puente de hidrógeno (donde KBT ≈ 0,6 kcal/mol ). Como resultado de
esto, las contribuciones de las moléculas de agua al proceso de unión de ligandos no es
fácilmente  cuantificable  (Hummer  2010).  Por  otro  lado,  las  moléculas  de  agua  que
solvatan regiones puramente hidrofóbicas, se comportarán de manera distinta y por lo
tanto tendrán un efecto diferencial respecto de aquellas moléculas de agua que solvatan
regiones puramente hidrofílicas. Por estos motivos, entre otros, es que existe un interés
creciente en los últimos años por vincular la importancia de las moléculas de agua en el
proceso de unión de ligandos y por desarrollar descriptores cuantitativos para los efectos
de hidratación asociados al proceso de unión. Es interesante en este punto resaltar el
trabajo de Baron, Setny y McCammon donde muestran, a partir  de un modelo simple
receptor-ligando  utilizando  simulaciones  de  Dinámica  Molecular  de  una  semi-esfera
perfectamente hidrofóbica, solvatada con aguas explicitas a la que se une un ligando
pequeño como metano, que la fuerza impulsora del procesos de unión viene dada por la
energía libre de desolvatar el ligando y el receptor (es decir que las interacciones directas
entre el ligando y el sitio de unión no dominan el proceso de unión), y tal vez lo mas
controversial  es  que  el  término  de  desolvatación  viene  dado  principalmente  por  la
componente entálpica, ya que se observa que las aguas en el seno hidrofóbico, tienen
una entropía mayor que en el seno del solvente (Baron et al. 2010; Setny et al. 2010). Por
otro lado, solvatar superficies hidrofílicas pareciera tener el efecto opuesto, ya que como
se ha visto, si  bien las moléculas de agua están favorecidas desde el  punto de vista
entálpico  a  permanecer  en  la  misma,  desde  el  punto  de  vista  entrópico  se  ven
desfavorecidas, ya que pierden movilidad (Abel et al. 2008; Z. Li & Lazaridis 2003, 2005). 
Si tenemos en cuenta que la superficie de la proteína es heterogénea, con de zonas
hidrofóbicas e hidrofílicas (en mayor o menor proporción dependiendo de la proteína), el
análisis global de la estructura de solvatación resulta sumamente complejo. En el caso
particular de las lectinas, si nos enfocamos en comprender la relación existente entre los
grupos funcionales de los azúcares y la capacidad del solvente acuoso de mimetizar dicha
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interacción en el receptor libre, es relevante poner atención en las regiones hidrofílicas
de la superficie proteica que interaccionan con el agua, ya que presentan residuos con
grupos funcionales capaces de actuar como dadores o aceptores de puente de hidrógeno,
ya sea con las moléculas de agua circundantes o bien con un potencial  ligando que
presente  grupos  polares  en  la  orientación  apropiada  (como  es  el  caso  de  los
carbohidratos). 
La  interacción  de  una  proteína  con  el  solvente  se  puede  estudiar  a  partir  de  la
formación de los denominados sitios de hidratación (o WS por sus siglas en inglés Water
Sites)  que  definimos  como aquellas  regiones  del  espacio  con  la  capacidad  de  alojar
moléculas  de  agua  con  mayor  probabilidad  que  aquellas  observadas  en  el  seno  del
solvente. Para identificar y caracterizar los WS y poder analizar en detalle la estructura de
solvatación  de  la  superficie  proteica,  se  pueden  emplear  diferentes  estrategias
dependiendo de la  información estructural  con la  que se cuente.  Si  se  parte  de  una
estructura obtenida por Cristalografía de Rayos X (CRX) en donde el ligando se encuentra
presente en el sitio de unión, o por Resonancia Magnética Nuclear, o por Modelado por
Homología (en donde no se cuenta con ninguna información de la estructura del solvente
en torno al sitio de unión), es necesario emplear simulaciones de Dinámica Molecular con
aguas explicitas para luego identificar aquellos sitios en donde las moléculas de agua
establecen interacciones puente de hidrógeno con los aminoácidos el sitio de unión al
ligando (BS,  del  ingles  Binding  Site)  de  la  proteína  (Di  Lella  et al.  2007),  o  dividir  el
espacio tridimensional del BS en pequeñas celdas cubicas de tamaño definido (Abel et al.
2008), o emplear algoritmos de clustering para identificar los sitios (Gauto et al. 2013; Hu
& Lill 2014). Si se parte de una estructura obtenida mediante CRX en donde el ligando no
esta  presente  en  el  BS,  se  pueden  utilizar  diferentes  propiedades  de  las  aguas
cristalográficas para identificar los sitios de hidratación (Chen et al. 2008). En el presente
trabajo  de  tesis  y  como  se  describe  a  continuación,  se  han  empleado  ambos
metodologías, aquellas derivadas de Dinámica Molecular y aquellas derivadas de CRX.
2.2.1 Identificación y caracterización de Sitios de Hidratación (WS) a
partir de simulaciones de Dinámica Molecular.
Para determinar los WS a partir de una trayectoria de DM, primeramente se relativiza el
movimiento traslacional  de  la  proteína alineando todos los  residuos sobre los que se
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quiere hacer el análisis con respecto a una estructura de referencia (preferentemente se
alinea respecto al  backbone de la proteína con el  objeto de minimizar el  efecto de la
movilidad de las cadenas laterales sobre la clusterización) (Ferro & Hermans 1977).
 Luego se muestrea espaciadamente el sistema (entre 4 y 10 ps) y se agrupan todas
las moléculas de agua que interaccionan con la superficie del sitio de unión al ligando (es
decir,  todas las  aguas que se  encuentren a  4  Å o  menos  de cualquier  átomo de  la
superficie proteica, debido que la primera capa de solvatación en las superficies proteicas
no va más allá de dicho valor) en el lapso de la simulación (1 o 2 ns, de manera tal que
los  cambios  en  las  conformaciones  de  las  cadenas  laterales  de  los  residuos  que
componen el BS no sean significativos). 
De esta manera, al superponer todas las fotos de la dinámica molecular, se pueden
identificar a simple vista las regiones del  espacio aledañas a la superficie proteica en
donde la probabilidad de encontrar moléculas de aguas es máxima (ver panel  inferior
izquierdo de la figura 2.6 en donde se muestran los átomos de oxígeno de las moléculas
de agua a menos de 4 Å de los residuos en cuestión). 
Pero  para  darle  rigurosidad  al  proceso  se  aplica  un  algoritmo  jerárquico  de
clusterización, el cuál evalúa si incluye o no a las moléculas de agua del BS dentro del
mismo conjunto (en este caso, un WS) en funciona a la distancia entre los átomos de
oxígeno en las distintas fotos de la DM, lo que se traduce en la detección de regiones de
alta ocupancia. 
Los algoritmos de clustering jerárquico se valen de la generación de una matriz de
distancia entre todos los elementos que se desean analizar (en este caso, aguas del BS)
y requieren de 2 parámetros para su correcto funcionamiento.  El  primero de ellos se
conoce como epsilon y hace referencia a la distancia mínima que debe existir entre dos
elementos para incluirlos dentro del mismo conjunto o cluster. En nuestro caso, el valor
corresponde a la distancia mínima que debe haber entre 2 átomos de oxígeno en fotos
sucesivas y se estima a partir  de la función de distribución radial  g(r) del  agua pura,
tomando valores de entre 0.2 y 0.3 Å (Di Lella et al. 2007). El segundo parámetro hace
referencia a el número mínimo de aguas necesario para formar parte del cluster, que debe
ser  estimado en relación al  número  de  moléculas  de agua presentes  en  el  seno del
solvente a partir del valor de la densidad del agua a la temperatura de la simulación de
dinámica molecular en un volumen de 1 Å3 y se lo relativiza al número de fotos (Di Lella
et al. 2007). 
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Figura 2.6 Esquema representativo de la determinación de sitios de hidratación (WS) en base al
método  de  clusterización. En  la  parte  superior  de  la  figura  se  muestra  una  secuencia  temporal
equiespaciada para una región del CBS de la Galectina-3, en donde se puede ver que a través de tiempo
las moléculas de agua adoptando diferentes conformaciones en torno a un punto medio,  posiblemente
debido  a  la  interacción  con las de  las  laterales  de los residuos que se muestran.  En  la  parte  inferior
izquierda, se muestra los átomos de oxigeno (representado como puntos rojos) de las moléculas de agua
para un intervalo de tiempo mayor, en donde se puede ver la tendencia de las aguas a agruparse en torno a
un punto medio (WS), el cual se muestra en la parte inferior derecha como un punto amarillo.
Una vez que se ha descripto la estructura de solvatación de la proteína como una suma
de sitios de hidratación, es posible caracterizar termodinámicamente cada uno de ellos. A
tal fin, la primera propiedad que debemos calcular es la probabilidad relativa de encontrar
aguas en el WS respecto del seno del solvente (WFP) para un volumen de 1 Å3. Para ello,
debemos contar las moléculas de agua que visitan dicho sitio en el transcurso de la DM y
que cumplen con estar dentro de una esfera de dicho volumen, es decir a una distancia
menor a 0.6 Å desde centro de de masa del WS. La siguiente propiedad que debemos
calcular, tiene que ver con la dispersión de WS, el R90, el cual se define como el radio de
una esfera cuyo centro coincide con el WS y puede incluir al 90% de las moléculas de
agua asignadas a dicho WS. Por otro lado, una aproximación que se utiliza para poder
calcular de manera más rigurosa la energía y la entropía de solvatación, es la propuesta
por Lazaridis  (Lazaridis  1998a,  1998b) en la  conocida Teoría del  Fluido Inhomogéneo
(IFST), en la cual se trata al soluto como si estuviera fijo en el origen o bien, con respecto
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a una referencia generando un campo externo sobre el solvente en las cercanías de la
superficie de interacción. De este modo, si se tiene en cuenta la dinámica del solvente
tomando como referencia al  soluto,  se observarán regiones de distinta densidad a su
alrededor, que podemos aislar en regiones acotadas del espacio tal que no alberguen a
más de una molécula de agua por foto de la dinámica molecular , lo que nos permite
calcular la función de partición total de las moléculas de agua en esa región (solo las
componentes rotacionales y traslacionales de las mismas, ya que el modelo de aguas que
se  suele  utilizar  es  rígido  y  no  contempla  vibraciones entre  los  enlaces H-OH).  Este
formalismo, así como está planteado tiene la ventaja de aislar el efecto del soluto sobre
las capas de solvente vecinos sin tener que tratar las grandes cantidades de solvente no
perturbado que terminarían promediando hacia las propiedades del agua bulk, la delgada
capa de solvente perturbado en la primera/segunda capa de solvatación de la superficie
proteica.  Por consiguiente, la energía y la entropía de solvatación se pueden calcular
como integrales de las funciones de correlación del  solvente tomando al  soluto como
referencia. En el marco de esta aproximación, la energía libre de solvatación puede ser
descompuesta  en  4  términos  como  se  muestra  en  la  ecuación  2.6:  La  energía  de
interacción  soluto-solvente  (ESW),  la  entropía  soluto-  solvente  (SSW),  la  energía  de
reorganización del solvente (∆EWW) y la entropía de reorganización del solvente (∆SWW).
Estos  dos últimos términos,  reflejan  la  diferencia  en  las  interacciones y  correlaciones
solvente-solvente de las aguas en el WS con respecto al seno del solvente (ver ecuación
2.6)
∆Gsolv=ESW+EWW−T (SSW+∆SWW )                                   (2.6)
En la práctica, los términos ESW y ∆EWW se calculan de manera directa a partir de los
resultados de la simulación.  El  primer término,  se obtiene a partir  del  promedio de la
energía interacción de las moléculas de agua que visitan cada WS con el entorno proteico
tomando todos los átomos de la proteína a menos de 8 Å del agua en cuestión, mientras
que el segundo término se obtiene de la suma de la energía de interacción de la molécula
de agua dentro del WS y el resto del solvente que la rodea, más el costo energético de
extraer una molécula de agua desde el seno del solvente. 
Dada la  complejidad  asociada a  la  naturaleza de las  contribuciones entrópicas  del
solvente, este término no resulta trivial de calcular. No obstante, una posible solución que
se ha planteado consiste en expandir la contribución entrópica de un fluido en una serie
67
infinita de funciones de correlación multipartícula, con la mayor parte de las contribuciones
provenientes de los términos de dos partículas (el cual puede ser fácilmente obtenido a
partir  de  simulaciones  de  dinámica  molecular),  en  donde  se  desprecian  los  términos
superiores de tres a más partículas. De acuerdo a IFST, para cada WS, SSW  se puede
calcular  por  integración  numérica  de  las  funciones  de  correlación  orientacionales  y
espaciales. De esta manera, las contribuciones entrópicas de primer orden para cada WS
fueron calculadas según la ecuación 2.7
SSW=−kb ρw /Ω∫ gsw (r ,ω) ln(gsw (r ,ω))d r dω≈
−kb ρw∫ gsw(r ) ln(gsw (r))dr−kbNWV /Ω∫ gsw (ω) ln (gsw(ω))dω            (2.7)
en donde r y ω son las coordenadas cartesianas de la posición y los ángulos de Euler de
la orientación de las moléculas de agua respectivamente; gsw (r, ω) es la distribución roto-
traslacional de las moléculas de agua con respecto al  sistema de referencia fijo de la
proteína;  ρw es la densidad del agua pura; kb es la constante de Boltzmann, Ω es el  V
espacio orientacional accesible total para una molécula de agua y NW es el número total
de oxígenos de las aguas encontradas en un determinado WS en el volumen V, que se
calcula a partir de la ecuación 2.8
NW
V = ρw∫ gswtr (r )d r            (2.8)
De este modo, las función  SSW se integra numéricamente utilizando para la posición,
coordenadas esféricas con un intervalo de 0.03 Å para r, 15 ◦ para Θ y 30◦ para φ y para
cada uno de los tres ángulos de euler que describen la distribución rotacional, se hizo
utilizando un intervalo de 10◦ (estos últimos pueden ser calculados según el teorema de
orientacional de Euler, el cual plantea que cada orientación en el espacio de un plano con
respecto a otro puede ser descripta utilizando tres ángulos). Finalmente, el término ∆SWW,
representa  la  entropía  de  reorganización  del  solvente  y  describe  el  cambio  en  la
correlación solvente-solvente dada por la adición del soluto y simplemente representa el
costo entrópico de remover una molécula de agua desde el seno del solvente (que según
el trabajo de Lazaridis y Karplus (Lazaridis & Karplus 1996), ∆SWW ≈ 15,2cal/molK).
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2.2.2 Identificación y caracterización de Sitios de Hidratación (WS) a
partir de estructuras cristalográficas.
Para  determinar  WS a  partir  de  estructuras  cristalográficas  (CWS),  se  procede  de
forma similar que para el caso de los WS identificados a partir de DM, con la diferencia de
que lo que antes era consecuencia de la simulación del movimiento roto-traslacional de la
proteína  en  solución,  ahora  se  debe  a  condiciones  particulares  de  cada  uno  de  los
experimentos de difracción que se llevaron a cabo para obtener las estructuras que se
emplearon para el análisis de cada proteína. Dicho de otra manera, si bien los átomos de
cada una de las estructuras reportadas en el PDB guardan una gran similitud en lo que
respecta a la posición relativa de sus átomos (son estructuras casi idénticas, con una
homología estructural del 99%), los valores absolutos de las mismas son muy diferentes
por lo que es necesario relativizar el sistema alineando todos los residuos del sitio de
unión a ligando con respecto a una estructura de referencia  (Ferro & Hermans 1977).
Luego se agrupan todas las moléculas de agua que interaccionan con la superficie del
sitio de unión al ligando y se identifican los CWS mediante el empleo de un algoritmo de
clustering jerárquico como se explico previamente . Un CWS se define entonces como la
región de 1Å3 en donde la probabilidad de encontrar un agua cristalográfica en la celda
unidad es máxima. El mismo esta descripto por el centro de masa de de todos los átomos
de oxigeno de las moléculas de agua que se encontraron en dicho volumen. 
Una vez identificados CWS, se procede al calculo de las propiedades de los mismos.
En el caso de los WS, las propiedades que los describían eran el R90, el WFP, y el cambio
en  la  energía  libre  asociado  al  desplazamiento  del  mismo,  ∆G (con  sus  respectivas
componentes). De estos parámetros, solo el  R90 es fácil  de computar, pero los demás
resultan casi imposibles de determinar. En primer lugar la WFP obtenida para los WS se
puede  comparar  de  una proteína  a  otra  debido a  que  las  condiciones  de  simulación
(tiempo de muestreo, temperatura, presión, etc) son fácilmente reproducibles, pero en el
caso  de  las  estructuras  cristalográficas  este  parámetro  no  solo  depende  de  las
condiciones en las que se haya obtenido el cristal  (temperatura, presión, ph, etc) sino
también  de  la  resolución  promedio  que  se  haya  alcanzado  en  el  experimento de
difracción. Por otro lado, el calculo de ∆G (y sus respectivos componentes) para cada WS
requiere la estimación de parámetros geométricos (como valores angulares para describir
la rotación de las moléculas de agua o para describir la intensidad de la interacción de
69
hidrógeno con la proteína), que solo pueden obtenerse cuando los átomos de hidrógeno
de la molécula de agua están presentes, cosa casi imposible de obtener en estructuras
experimentos convencionales de difracción de rayos X. 
Por  estas  razones,  es  necesario  re-definir  la  importancia  de  los  sitios  (CWS)  en
términos  de  propiedades  que  sean  fácilmente  cuantificables  en  estructuras
cristalográficas. Para ello se computaron los siguientes parámetros: i) el número promedio
de posibles interacciones polares (APCN), como el número de átomos polares (N,O,S y P)
presentes en la proteína a una distancia menor o igual a 3,25 Å de un CWS dado; ii) la
dispersión del sitio (R90) la cual se puede estimar como √(B-factor/4π2, donde B-factor es
un parámetro que se informa para cada átomo de una estructura cristalográfica y π es el
numero pi  iii) la ocupancia del sitio (CWSO), definida como el numero de moléculas de
agua  encontradas  con  respecto  al  numero  total  de  estructuras  analizadas;  iv)  la
proximidad entre las moléculas de agua y la proteína (NPAD), que se define como la
distancia  entre la  CWS y  el  átomo pesado proteína más cercano;  v)  la  superficie  de
contacto entre el átomo de oxigeno del agua cristalográfica y la proteína (SCSA), y vi) el
número de aguas cristalográficas vecinas a la CWS (CWSV), como el numero de CWS
que se encuentran a una distancia menor o igual a 2,8 Å de la CWS seleccionado.
Por último, se calculó el parámetro Rmin que compara la posición de la CWS con la del
ligando en el complejo de lectina-carbohidrato correspondiente. El  Rmin se define por la
distancia mínima entre la posición de CWS y cualquier átomo pesado del ligando. Esta
distancia se determina después de alinear todas las estructuras apo (que contienen la
posición de los CWS) y las estructuras de los complejos (que a su vez contienen la
posición del ligando). En base en el valor de  Rmin, se clasifican todos los CWS en tres
categorías (figura 2.7). 
 Los CWS que tienen Rmín un valor inferior a 1,2 Å de cualquier átomo de oxigeno del
ligando, se clasificarán como CWS reemplazado (RCWS) y aquellos que se encuentran
dentro del CBS (es decir, a una distancia menor o igual a 3Å de cualquier átomo de
cualquiera de los ligando analizados) clasifican como CWS desplazados (DCWS). 
Estos CWS son aquellos que,  o bien son desplazados por el  ligando debido a las
interacciones estéricas, pero no se sustituyen por un grupo polar ligando. Esta definición
también  incluye  a  los  CWS  que  pueden  faltar  en  el  cristal  complejo  no  debido  al
impedimento  estérico  directamente  del  ligando,  pero  debido a  la  perdida  de  las
interacciones  fundamentales.  Los  CWS  restantes  que  no  se  ven  afectados  por  la
presencia del ligando y no están en contacto con cualquiera de los residuos que definen el
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CBS se denominan CWS fuera del sitio de unión (OCWS).
Figura  2.7.  Esquema  para  las  3  categorías  de  CWS. Se  muestran  los  CWS  reemplazados,  los
desplazados y lo que se encuentran fuera del sitio de unión a ligando en rojo, azul y verde respectivamente.
2.3 Docking Proteína-Ligando
En general, las estrategias de docking tienen como objetivo predecir la estructura del
complejo proteína-ligando en base a la estructura del receptor y del ligando separados.
Las técnicas comúnmente utilizadas para realizar docking automático se pueden agrupar
principalmente  en dos categorías:  métodos de coincidencia  geométrica  y  métodos de
simulación de formación de complejos.  Los primeros crean un modelo del  sitio activo,
donde típicamente se incluyen zonas de interacción puente de hidrógeno y zonas que son
estéricamente accesibles y por lo tanto tratan de ubicar un determinado inhibidor en una
determinada  conformación  dentro  del  modelo,  considerándolo  usualmente  como  un
cuerpo rígido como en el caso del programa DOCK, el cuál es muy eficiente para hacer un
barrido rápido bibliotecas de compuestos (Moustakas et al. 2006). 
La segunda clase de métodos de docking se corresponden con aquellos que describen
con mayor grado de detalle la estructura del ligando y del receptor, ubicando el ligando de
manera aleatoria fuera de la proteína para luego explorar traslaciones, orientaciones y
conformaciones hasta que el estado ideal del complejo proteína-ligando sea encontrado.
Esta técnica es usualmente son más lentas que los métodos de coincidencia geométrica,
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pero permiten que la flexibilidad del ligando sea considerada y pueda ser utilizada con
mayor grado de detalle para estimar la energía de unión del ligando en un sitio de unión
plausible.  En este  contexto,  AUTODOCK es uno de los  programas más ampliamente
utilizados. Combina una rápida manera de evaluar  la  energía de interacción proteína-
ligando, en base a grillas pre-calculadas en donde se guardan las energías de interacción
de  a  pares,  la  cuales  son  utilizadas  por  un  algoritmo  de  búsqueda  genético  de  tipo
Lamarckiano a lo largo de las simulaciones (Morris et al. 1998). 
2.3.1  Algoritmo  para  la  exploración  de  la  Superficie  de  Energía
Potencial (SEP)
Como se explico en el párrafo anterior, el método de docking utilizado en en el presente
trabajo combina un algoritmo genético para explorar las conformaciones del ligando sobre
una proteína con una función para estimar la energía de unión proteína-ligando para cada
conformación.  Los algoritmos genéticos utilizan las ideas basadas en la genética y la
biología evolutiva para explorar el espacio conformacional de ligando en el complejo. En
el caso del docking molecular, el estado particular de una molécula se describe por un
conjunto  de  valores  que  contienen  información  sobre  la  posición,  la  orientación  y  la
conformación de un ligando con respecto a la proteína. Estos son los llamados estados
variables del ligando y en los algoritmos genéticos cada estado variable es análogo a un
gen. De este modo, el conjunto de estados del ligando conforman el genotipo, mientras
que las coordenadas atómicas corresponden al fenotipo. En este sentido, los ligandos son
tratados como individuos cuyo  fitness es evaluado a través de diferentes etapas de la
simulación a partir  del la estimación de la energía de interacción total  con la proteína
(figura 2.8). 
La  evaluación  de  la  energía  de  interacción  se  lleva  a  cabo  utilizando  una  función
calibrada empíricamente a partir de datos de ∆G obtenidos experimentalmente y se puede
plantear  en base a un esquema híbrido de búsqueda global  (o  exploración  de grano
grueso y luego local (o exploración de grano fino).
Para  la  búsqueda  global  se  emplean  algoritmos  genéticos  basados  en  la  idea
Darwiniana de la evolución, los cuáles operan sobre una población inicial de individuos
(diferentes conformaciones del ligando) con diferentes coordenadas (fenotipos), en donde
solo  una  pequeña  proporción  de  los  mas  aptos  (aquellos  los  valores  de  ∆G mas
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negativos) serán capaces de dejar descendencia. 
Para  poder  generar  variabilidad  en  la  descendencia  a  través  de  las  sucesivas
generaciones se emplean los conceptos de  crossing over  y mutación. En el  caso del
crossing over se entrecruzan pares de genes provenientes de  individuos al azar  de la
fracción de la población, que a sido seleccionada para dejar descendencia, para dar lugar
a un nuevo individuo con un genotipo único, es decir, un ligando con un dado estado
posicional  y  conformacional.  La  mutación  también  opera  de  forma  aleatoria  sobre  la
descendencia, generando un cambio en algunos de los genes de la descendencia de
forma azarosa (pero de magnitud conocida). 
Figura 2.8. Algoritmo Genético Lamarckiano. El espacio de los genotipos está representado por la línea
horizontal  inferior, y  el  espacio  de los fenotipos está representado por la línea horizontal  superior. Los
genotipos se correlacionan con fenotipos mediante una función (f(x)). El efecto de una mutación al genotipo
de los parentales se muestra en el lado derecho del diagrama y la búsqueda local se muestra en el lado
izquierdo (adaptado de (Morris et al. 1998))
La búsqueda local es muy similar a la global, pero en este caso se emplean algoritmos
genéticos basados en la idea Lamarckiana de la evolución, es decir, la herencia de los
caracteres  adquiridos  a  la  descendencia.  Para  llevar  adelante  esta  idea,  cada  un
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determinado  numero  de  generaciones  se  lleva  a  cabo  una  búsqueda  local,  la  cual
consiste en leves modificaciones (en lo que respecta a la magnitud del cambio en los
valores de los genes) al fenotipo de los individuos mediante la utilización del algoritmo de
Solis  and  Wet.  Este  procedimiento  tiene  la  ventaja  de  no  requerir  la  información  del
gradiente de energía provisto a través de la superficie de energía potencial, lo que facilita
la búsqueda en el espacio torsional (Solis & Wets 1981). 
Este método híbrido, que combina un algoritmo genético con un método adaptativo de
búsqueda local es conocido como Algoritmo Genético Lamarkiano con búsqueda local y
que a diferencia de otros métodos de exploración que han sido ampliamente utilizados
como Monte Carlo o Simulated Annealing, permite abordar problemas en los se utilizan un
número mayor de grados de libertad. Además, permite realizar minimizaciones utilizando
el  mismo  campo  de  fuerzas  que  se  utiliza  para  hacer  el  cálculo  de  la  energía  de
interacción proteína-ligando. 
2.3.2 Función de puntuación (scoring) 
Existen  muchos  métodos  basados  en  los  campos  de  fuerzas  clásicos  que  han
mostrado excelentes resultados a la hora de estudiar procesos moleculares en función del
tiempo. Estos ofrecen buenos resultados a la hora de optimizar  conformaciones o de
realizar cálculos de energía libre entre moléculas introduciendo cambios sutiles a nivel de
átomos. Pero presentan varias desventajas, destacándose entre las principales el  alto
costo computacional y la baja eficiencia para ordenar correctamente a los compuestos en
función a su afinidad por un dado receptor. Para compensar las deficiencias tradicionales
de los campos de fuerza, se puede modelar la energía libre de unión proteína-ligando en
base a una expansión de la conocida expresión de energía libre de Gibbs agregando
términos que compensan o estiman los efectos entrópicos y del solvente como se muestra
en la ecuación 2.9
∆G=∆GVDW+∆Ghbond+∆Gelec+∆Gconform+∆Gtor+∆Gsol                 (2.9)
en donde los 5 términos del campo de fuerza incluyen dispersión-repulsión, interacción
puente de hidrógeno, interacción electrostática y desviación de la geometría óptima en las
uniones covalentes (términos de unión), respectivamente. Por su parte,  ∆Gtor modela la
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restricción de las rotaciones internas, rotaciones globales y traslaciones. Por último, ∆Gsol
modela  la  desolvatación  luego  de  la  unión  del  ligando  y  tiene  en  cuenta  el  efecto
hidrofóbico (son los cambios entrópicos del solvente en la interfase proteína-ligando). 
En  particular,  Autodock  implementa  una  aproximación  similar  utilizando  el  ciclo
termodinámico de Wesson y Eisenberg (Wesson & Eisenberg 1992). La función incluye 5
términos como se muestra en la ecuación 2.10 
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i , j
n
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Bij
rij
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rij
2 /2σ 2
                  (2.10)
en donde los 5 términos de ∆G de la derecha (∆GvdW , ∆Ghbond , ∆Gelec , ∆Gtor y ∆Gsol) son
coeficientes que se ajustan contra datos experimentales de un conjunto de complejos
cuyas constantes de disociación son conocidas. 
Las sumatorias se llevan a cabo sobre todos los pares de átomos del ligando,  i, y de la
proteína,  j, además de todos los pares de átomos del ligando que están separados por
tres o más enlaces. Los tres primeros términos incluyen las contribuciones en vacío: un
término dispersivo 12-6 de Lennard-Jones, un término direccional 12-10 que incluye la
interacción de puente hidrógeno, donde E(t) es un término direccional que pesa el ángulo,
t, entre el átomo de prueba y el átomo blanco y por último, un término que tiene en cuenta
el  potencial  electrostático (el  cuál  utiliza cargas atómicas parciales sobre cada átomo
estimadas usualmente con el método de Kollman o Gastaiger (Gasteiger & Marsili 1980) ).
 El  cuarto  término es el  que incluye  la  contribución a la  energía libre dada por  la
desolvatación, el cual está basado en el método de Stouten et al.  (Stouten et al. 1993),
que presenta la ventaja de funcionar correctamente con un modelo de cálculo de energía
basado  en  el  precálculo  de  una  grilla  de  afinidad,  como  lo  hace  Autodock.  En  este
método, para cada átomo en el ligando, un volumen parcial de los átomos de la proteína
que lo rodean son pesados por una función exponencial y luego sumados, evaluando el
porcentaje  del  volumen alrededor  de los átomos del  ligando que es ocupado por  los
átomos de la proteína. Este porcentaje es luego pesado por los parámetros de solvatación
de los átomos del ligando para dar la energía de desolvatación. 
Como una medida de la penalidad entrópica dada por la restricción roto-traslacional
que se produce al unirse el ligando al receptor, se incluye un término que es proporcional
75
a Ntor (que es el número de enlaces en el ligando que pueden ser descriptos por una
hibridación de tipo sp 3 ) y que es constante durante todo el cálculo de docking ya que
depende principalmente de los grados de libertad rotacionales del  ligando que fueran
previamente definidos por el usuario (por lo general no más de 12). 
Finalmente, utilizando un método de interpolación tri-lineal se evalúa rápidamente cada
término energético para cada tipo de átomo del ligando en una dada posición, utilizando
los mapas de energía que fueran previamente calculados sobre el entorno proteico. 
Para  la  construcción  de  los  mapas  de  energía,  Autodock  genera  una  grilla  cubica
equiespaciada en torno a las coordenadas de los residuos de interés (BS) de la proteína.
Un átomo de prueba visita cada punto de la grilla, se calcula la energía de interacción y la
guarda. La grilla completa de interacciones es almacenada en una tabla y la energía se
evalúa rápidamente. 
De esta manera, el mapa de energía de cada tipo de átomo del ligando se guarda en
tablas  separadas,  incluyendo  las  energías  de  dispersión/repulsión  y  de  formación  de
puentes  de  hidrógeno.  Además  se  calcula  una  grilla  de  interacción  electrostática,
utilizando una partícula de prueba con una carga positiva y una grilla  que incluye las
energías de desolvatación.
2.3.3 Protocolo y método de docking Sesgado (WSBDM) 
Partiendo del supuesto de que los grupos -OH tienden a ocupar la posición de las
moléculas de agua que son retenidas por los residuos del CBS, se modifico el esquema
de docking convencional de Autodock4 o CADM (por sus siglas en inglés  Conventional
Autodock  Docking  Method)  de  modo  tal  de  poder  incluir  dicha  información.  Este
procedimiento fue denominado como método de docking sesgado o WSBDM, (por sus
siglas en inglés Water Sites Bias Docking Method).
Si comenzamos nuestro análisis a partir de una trayectoria de dinámica molecular, la
posición promedio de las moléculas de agua con un alto valor de ocupancia va a estar
determinada por un WS. Por otro lado, podemos valernos de la información presente en
una estructura obtenida a partir de CRX y la posición promedio de las aguas va a esta
representada por un agua cristalográfica. 
Para  incluir  la  información  antes  mencionada  se  procedió  a  la  modificación  de  la
función de energía de Autodock4, agregando un término adicional para cada átomo de
oxígeno del ligando (en la nomenclatura de Autodock4 estos átomos son llamados OA) de
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manera tal que la función original que describe la interacción de los átomos de oxígeno
queda como se describe a continuación en la ecuación 2.11,
∆GO
M=∆GO
AD−RT∑
i=1
N
ln(W P, i)exp(−
2√((x−xWS,i)2+( y− yWS,i)2+(z−zWS ,i)2)
R90, i )  (2.11)
donde ∆GOM corresponde al valor de la función de energía modificada para los átomos
de oxígeno del ligando,  ∆GOAD  corresponde al valor de energía original,  WPi es un valor
asociado a la probabilidad relativa de encontrar una molécula de agua dentro del i-ésimo
WS considerado con respecto al seno del solvente; xWS,i , yWS,i y zWS,i son las coordenadas
del i-ésimo WS y x, y, z son las coordenadas de los puntos de la grilla y R90,i es el valor de
dispersión correspondiente al i-ésimo WS. En el caso de los WS obtenidos a partir de DM,
el valor de WP corresponde al de WFP explicado previamente. Para los WS obtenidos a
partir  de CRX,  WP se obtiene a partir  del  producto del  número promedio de posibles
interacciones polares (APCN) por un factor de ajuste. 
De esta manera, cada WS considerado, provee un término de interacción energético
entre el centro del WS y cada átomo de oxígeno del ligando (por ejemplo, cada oxígeno
de  un  grupo  hidroxilo  del  carbohidrato),  con  una  magnitud  que  es  directamente
proporcional al ln(WP) y cuyo valor decae de forma exponencial a medida que se aleja del
centro de masa del WS y se aproxima al R90. 
A modo de ejemplo, en la figura 2.9 se muestran los mapas isosuperficie para distintos
valores  de  energía  construidos  a  partir  del  método  convencional  (izquierda)  y  con  el
método modificado, (derecha), para el CBS de Galectina 3. 
En  la  misma,  se  puede  ver  claramente  que  el  mapa  de  energía  para  el  método
convencional y el método sesgado es muy similar para un valor de corte de-0.5 Kcal/mol.
Sin embargo, a medida que el valor de corte para la representación de la isosuperficie
disminuye (energía más negativa), el mapa de energía resultante para el método sesgado
(WSBDM) conserva aquellas regiones de en los lugares en donde se encuentran los WS,
los cuales no están presentes en la grilla original (ver esferas amarillas sobre el panel
derecho de la figura 2.2.11). De esta manera, para los cálculos de docking, el WSBDM es
utilizado  de  la  misma manera  que  el  método  convencional  pero  modificando  la  grilla
original con la información de la posición de los WS previamente calculados. 
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 Figura 2.9. Representación de mapas de isoenergéticos para un átomo de prueba de tipo oxígeno,
sobre una grilla construida sobre el CBS de Gal-3. Se muestra del lado izquierdo el método de docking
convencional (CADM) y del lado derecho el método modificado (WSBD). La posicion de los WS se muestran
como esferas amarillas. 
2.3.4  Evaluaciones  de  energía  de  interacción  proteína-ligando y
minimización con con el campo de fuerza de AutoDock4
El  programa  AutoDock4  permite  realizar  evaluaciones  de  energía  de  interacción  a
complejos  proteína-ligando  lo  cual  permite  darse  una  idea  del  valor  al  cual  deberían
arribar los experimentos de docking. Por otro lado, el programa tiene la opción de realizar
una minimización con el campo de fuerza, permitiendo eliminar posibles superpociones
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(clashes) entre los átomos del ligando y del receptor. La minimización se consigue a partir
de la utilización de la componente de búsqueda local del algoritmo genético Lamarckiano
lo  cual  brinda  a  su  vez  el  mejor  resultado  posible  que  se  podría  conseguir  con  un
experimento de docking dado que la búsqueda local optimiza las interacciones con el
receptor principalmente a partir  de la componente rotacional y con una limitación muy
marcada en la componente traslacional. 
Este  procedimiento  da  como  resultado  (al  igual  que  un  experimento  de  docking
convencional con LGA) un ranking en donde se agrupan las conformaciones del ligando
obtenidas a partir de un valor de RMSD de corte (por lo general de 1 Å) y se ordenan en
función al valor de ∆Gu. 
2.3.5 Análisis de los resultados
En general, cada experimento de docking se repite unas 100 veces, obteniéndose de
cada repetición, una conformación del ligando con su respectivo valor de ∆Gu . Luego se
utiliza  un  algoritmo  de  clustering  para  agrupar  aquellas  conformaciones  que  sean  lo
suficientemente parecidas (por lo general su utiliza un valor de RMSD menor o igual a 2
Å).
Una vez agrupados, se calcula la energía del cluster promediando los valores de ∆G u
de cada uno de los integrantes y se informa el numero de integrantes que presenta dicho
cluster  (población).  Los  resultados  se  ordenan  en  función  al  menor  valor  de  energía
obtenido para cada cluster, posicionando a la conformación de menor energía en el primer
lugar.
2.4 Métodos de punto final para la evaluación de energías de unión.
Los cálculos de energía libre han demostrado ser útiles para resolver una serie de
cuestiones  en  la  biología  computacional,  tales  como  el  diseño  de  fármacos  y  la
determinación  de  estructura  de  proteínas.  Existen  varios  métodos  para  calcular  las
energías libres, tales como  Free Energy Perturbations,  Replica Exchange Free Energy
Perturbation,  o  Thermodynamic  Integration.  Estos  métodos,  aunque  teóricamente
rigurosos, son computacionalmente exigentes y se vuelven extremadamente caros en la
medida  en  que  el  tamaño del  sistema aumenta.  Estos  métodos  convergen  mal  para
sistemas complejos, por lo que la coordenada de reacción se divide a menudo en estados
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intermedios. Los métodos de punto final para el calculo de energía libre, por otra parte,
reducen el costo computacional al eliminar la necesidad para la simulación de estados
intermedios.  Modelando  implícitamente  el  solvente  se  reduce  aún  más  el  costo
computacional,  principalmente  debido  a  la  eliminación  del  ruido  causado  por  las
moléculas de solvente explícito (Miller et al. 2012).
Los  métodos  de  estimación  de  energía  libre  de  punto  final  encierran  un  conjunto
diverso de estrategias que están basadas generalmente en la simulación del complejo
proteína-ligando  y  cuyo  fin  consiste  en  determinar  el  ∆Gu entre  ellos.  Este  tipo  de
metodología  generalmente  involucra  la  realización  de  una  simulación  de  dinámica
molecular  del  complejo  en  solución,  haciendo énfasis  en  el  post-procesamiento  de  la
trayectorias de dinámica molecular molecular. 
Los métodos de punto final están basados en una determinación de la Energía Libre de
Unión,  como una  suma de  diferentes  contribuciones  energéticas  y  entrópicas  (Leach
2001) como se muestra en la ecuación 2.12
∆Gu=∆ Eint−T ∆S Lig−T ∆S prot+∆Gsv                               (2.12)
donde ∆Eint corresponde directamente a la energía de interacción proteína-ligando en el
complejo, ∆SLig da cuenta de la pérdida entrópica del ligando luego de la unión al receptor
y  ∆Sprot corresponde al cambio en la entropía conformacional de la proteína luego de la
unión. ∆GSV representa el cambio de energía libre del solvente luego de la unión y T es la
temperatura del sistema. De estas contribuciones, usualmente las más importantes son
∆Eint y ∆GSV y por consiguiente existen actualmente diversas estrategias para calcularlos
de manera aproximada. Es importante notar que una aproximación inherente a esta clase
de métodos, es que supone que todo el espacio conformacional del complejo proteína-
ligando es explorado en la trayectoria de dinámica molecular, desde el cuál cada término
es calculado (Swanson et al. 2004). 
En general, los valores de energía de unión obtenidos mediante estas metodologías,
distan  significativamente  del  valor  experimental  en  términos  absolutos,  pudiendo  sin
embargo ser  empleados de manera  confiable  para  comparar  afinidades de diferentes
ligandos  para  una  proteína  dada  o  para  determinar  la  importancia  relativa  de  las
diferentes contribuciones de a la energía libre de unión (Abel et al. 2008).
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2.4.1  Estimación de  la  entalpía  y  la  energía  libre  de  solvatación a
partir del modelo MM-GB(SA)
Posiblemente los métodos de punto final más utilizados y conocidos para calcular la
energía libre de unión es MM-GB(SA) (del ingles Molecular Mechanics-Generalized Born
Surface Area). Estas metodología (figura 2.10), combinan un campo de fuerzas clásico
con un modelo de solvente continuo para el cálculo de entalpía de unión y la energía de
solvatación (∆Eint y ∆GSV respectivamente) (Hou et al. 2011). 
Figura 2.10. Ciclo termodinámico para el proceso de unión del ligando (L) sobre un dado receptor (R)
dando como resultado el complejo (C). El ciclo permite separar los distintos eventos del proceso de unión
y asociarlos con la energía libre de unión en vacío, (∆Gug), panel superior, de la energía de solvatación en
cada subsistema R, L y C (∆Gus).
Para  llevar  adelante  estas  estimaciones,  en  primer  lugar  se  realiza  una  dinámica
molecular lo suficientemente extensa como para asegurarse de que el complejo proteína-
ligando haya explorado correctamente la SEP (en general entre 10 y 100 ns. dependiendo
del  sistema).  Luego,  se  generan  un  conjunto  de  entre  100  y  500  fotos  del  sistema
seleccionadas  de  manera  aleatoria,  o  bien  fotos  consecutivas  pero  separadas  como
mínimo cada 4 ps.  (Genheden & Ryde 2009). Posteriormente, se remueve el solvente
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explícito y a partir de las fotos seleccionadas previamente se generan los nuevos archivos
de para cada uno de los componentes del sistema por separado (la proteína y el ligando)
y para el complejo. 
Una vez que estas nuevas trayectorias son generadas, se calcula el ∆Eint (el cual forma
parte de la ecuación 2.12) como el  promedio de la diferencia en la energía potencial
derivada de la evaluación de cada estructura del sistema, utilizando el correspondiente
campo de fuerzas, como se muestra en la ecuación 2.13.
ΔE int=EComplejo−EReceptor−ELigando                   (2.13)
Si  se  recurre  a  la  aproximación  de  una  trayectoria  (es  decir,  solo  se  realiza  la
trayectoria del complejo y en base a esta se construyen las trayectorias para el receptor y
el ligando), en el cálculo de ∆E todos los términos de unión se cancelan entre sí y el único
aporte que se tiene a ∆Eint viene de los términos de no unión EvdW y Eelec. 
Una ventaja de la aproximación de trayectoria simple para los cálculos de energía libre
de unión, es que la convergencia de los resultados se alcanza más rápido y se disminuye
la dispersión de los mismos ya que las diferencias conformacionales que se generan en
regiones lejanas al sitio de unión para las biomoléculas (en particular para el receptor y la
porción proteica del complejo) no se cancelan cuando el cálculo se hace a partir de tres
dinámicas moleculares generadas de manera independiente, una para el complejo y otras
para el receptor y ligando, respectivamente (Swanson et al. 2004). Finalmente, las fotos
derivadas de la aproximación de una trayectoria se utilizan para calcular la contribución
del ∆Gsolv a la energía de unión global, que puede ser separada en dos términos según la
ecuación 2.14
ΔGsolv=ΔGpolsolv+ΔGnpsolv               (2.14)
en donde el primero corresponde al componente polar y el segundo al no polar del
∆Gsolv,  respectivamente.  La  contribución  polar  al  término  de  solvatación  se  calcula
utilizando el modelo de GB, y la contribución al término no polar se calcula a partir de un
término de cavitación que tiene en cuenta el efecto hidrofóbico de la desolvatación cuando
se forma el complejo a partir de sus componentes libres en solución. 
Asumiendo que el solvente puede ser bien representado por un dieléctrico continuo, la
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ecuación de Poisson-Boltzmann (PB) es el método físicamente correcto para determinar
el ∆Gsolvpol y que ha sido ampliamente utilizado (Gilson et al. 1993; Lu & Luo 2003). 
La aplicación de PB a geometrías moleculares requiere resolver de manera numérica
ecuaciones  diferenciales  de  segundo  orden,  lo  que  es  computacionalmente  costoso.
Alternativamente, el modelo generalizado de Born (GB) se ha vuelto muy popular en los
últimos años como una aproximación computacionalmente más eficiente a las soluciones 
numéricas de la ecuación de PB, especialmente para su uso en dinámica molecular
(Gilson et al. 1993). 
En general, los modelos basados en la aproximación de GB, evalúan el término polar
de la energía libre de solvatación como una suma de pares de interacción entre las cargas
atómicas. Cuando la constante dieléctrica del soluto es 1 y la del solvente es mucho más
grande (en particular, 80 para solventes acuosos), las interacciones pueden describirse de
manera aproximada por la función analítica propuesta por Still et al., la cual hace una
interpolación entre el límite coulómbico a distancias largas y el limite de Born u Onsager a 
distancias cortas (Still et al. 1990) de acuerdo a la ecuación 2.15 
ΔGpol≈ΔGGB=−1/2∑
i , j
qi q j
√rij2+Ri R jexp ( −rij24Ri R j )(1−
1
εw
)              (2.15)
donde rij es la distancia entre los átomos i y j, qi y qj son las cargas parciales sobre cada
átomo y εw es la constante dieléctrica del solvente. 
Los parámetros claves en esta expresión de la función de GB son el radio efectivo de
interacción entre átomos, Ri y Rj, los cuales representan el grado de ocultamiento de cada
átomo al solvente, y el cual es uno de los parámetros más influyentes en los solventes
continuos. Es interesante en este punto mencionar el trabajo de Tingjun Hou et al., donde
muestran una comparación sistemática para el cálculo de la energía libre de un conjunto
de complejos proteína-ligando entre MM-PB(SA) y MM-GB(SA), mostrando que si bien
MM-PB(SA)  funciona  mejor  para  predecir  el  valor  absoluto  de  la  energía  libre,  MM-
GB(SA) es capaz de predecir mejor la afinidad relativa entre complejos. Considerando
que MM-GB(SA) es computacionalmente menos costoso, este método surge como una
promisoria herramienta para ser utilizada en el diseño de drogas, en donde el correcto
orden por afinidad de las drogas propuestas es un factor determinante (Hou et al. 2011).
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2.4.2 Estimación de entropía a partir del modelo de Modos Normales
Para obtener el valor para la energía libre de unión, es necesario agregar al valor de la
entalpía  y  de  la  energía  de  solvatación  el  valor  de  la  entropía.  La  entropía  posee  3
componentes fundamentales: rotacional, traslacional y vibracional. Una aproximación para
el calculo de la entropía consiste en, por un lado, aproximar el sistema a un modelo de
rotor  rígido  y  calcular  las  componentes  rotacional  y  traslacional  de  acuerdo  a  esta
formulación, y por otra parte, calcular las componte vibracional a partir de las frecuencias
de  los  movimientos  globales,  las  cuales  se  obtienen  a  través  del  análisis  de  modos
normales (Miller et al. 2012). 
En la practica, obtener los modos normales implica llevar a un mínimo de energía local
(minimizar en vacío o en solvente implícito con algún criterio de convergencia) cada una
de las “fotos” de una trayectoria, seguido de la construcción y posterior diagononalizacion
de la matriz del Hessiano para obtener las frecuencias vibracionales. 
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3
Relación estructura del
solvente y complejos lectina-
carbohidrato
 
3.1 introducción
El análisis de la estructura y las propiedades dinámicas del solvente alrededor del sitio
activo (o la región donde interacciona con el ligando) de una proteína, ha conseguido un
fuerte interés de la comunidad científica, lo que demuestra que las moléculas de agua que
se desplazan luego de la unión del ligando son actores clave para la determinación de la
parámetros  termodinámica  subyacente  al proceso  (Hummer  2010;  Michel  et al.  2009;
Setny et al. 2010). 
Como resultado de las interacciones soluto-solvente,  las  moléculas  de agua no se
disponen aleatoriamente en la superficie de la proteína, sino que adoptan una estructura
bien definida, delimitando regiones altamente ordenadas. Esta disposición particular del
solvente cobra un rol muy relevante en regiones como el sitio activo de ciertas enzimas y
el sitio de reconocimiento para ligandos de muchas proteínas. 
Pero como sabemos, las moléculas del solvente son muy dinámicas y es por ello que
es  mas  conveniente  hablar  en  términos  probabilísticos  y  definir  regiones  con  alta
probabilidad  de  ser  ocupadas  por  una  molécula  de  agua  y  no  hacer  referencia  a  la
posición de una molécula de en particular. De esta manera, la estructura del solvente
puede ser descripta a partir de los ya mencionados  Water Sites, obtenidos mediante el
empleo  de simulaciones de  Dinámica Molecular  (DM)  (Abel  et al.  2008;  Barillari  et al.
2007; Beuming et al. 2012; Higgs et al. 2010; Saraboji et al. 2012). 
Las  lectinas  son  una  de  las  principales tipos de  proteínas  de  unión  a  azucares,
definiéndose por la presencia de un dominio de reconocimiento para carbohidratos (CRD,
del ingles  Carbohydrate Recognition Domain),  con su correspondiente sitio de unión a
carbohidratos  (CBS,  del  ingles  Carbohydrate  Binding  Site)  y  una  falta  de  actividad
catalítica (estableciendo solamente un gran numero de interacciones polares y apolares
con sus ligandos). Estas proteínas, presentes en todos los organismos vivos,  participan
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en  una amplia  variedad  de  funciones  biológicas,  incluyendo  el  reconocimiento,  la
comunicación y el crecimiento celular, siendo de gran interés para la biotecnología y para
la medicina, ya que constituyen potenciales dianas terapéuticas (Compagno et al. 2014).
Por  lo  tanto,  entender  y  predecir  las  interacciones  proteína-carbohidrato  es  de  suma
relevancia en el campo de la Glicobiología.
Una de las características más destacadas de los carbohidratos como ligandos, y por
ende de los CBS, se encuentra en su naturaleza hidrofílica, lo cual acentúa el efecto de la
reorganización del solvente durante el proceso de asociación biomolecular (Chervenak &
Toone 1995).  Las moléculas de agua y los grupos hidroxilo  (-OH) de los hidratos de
carbono por lo general  participan en las mismas interacciones con la proteína.  Por lo
tanto, la comprensión de la estructura del solvente puede proporcionar información valiosa
sobre los procesos de unión a carbohidratos y reconocimiento de los mismos por parte de
las lectinas. Las relaciones entre la estructura del solvente en el CBS de varias proteínas,
entre  ellas  muchas  lectinas,  y  los  complejos  proteína-ligando  resultantes,  se  han
estudiado exhaustivamente en la última década utilizando tanto métodos computacionales
(Frank & Schloissnig 2010; Kumar et al. 2013) como experimentales (Andres et al. 2013;
Johal et al. 2013; Kadirvelraj et al. 2008; Saraboji et al. 2012; von Schantz et al. 2012). 
Como ya se mencionó, las simulaciones de DM en agua explícita, en combinación con
un  sólido  marco  de  análisis  de  termodinámica  estadística,  han  permitido  caracterizar
sistemáticamente la estructura y la dinámica del solvente  que se encuentra cerca de  la
superficie de las proteínas, a través de la identificación de los llamados sitios de agua o
hidratación (WS, del ingles  Water Sites)  (Lazaridis 1998; Li & Lazaridis 2006). Un WS
corresponde  a  una  región  confinada  en  el  espacio  adyacente  a  la  superficie  de  la
proteína, donde la probabilidad de encontrar una molécula de agua es significativamente
mayor que la observada en la mayor parte del solvente a la misma densidad (Abel et al.
2008; Di Lella et al. 2010; Li & Lazaridis 2005). Los WS se han podido correlacionar con la
posición de los grupos -OH presentes en los hidratos de carbono que se encuentran
formando  un  complejo  con  lectinas  (Gauto  et al.  2009;  Di  Lella  et al.  2007).  Dicha
correlación, ha permitido el empleo de los WS para predecir la selectividad sutil de una
lectina entre dos epímeros (Gauto et al. 2011) e incluso se ha empleado para establecer
la afinidad relativa de una proteína por sus ligandos (Abel et al. 2008). 
Las  aguas  cristalográficas  presentes  en  el  sitio  de  unión  a  ligando  de  numerosas
proteínas  han  sido  ampliamente  estudiadas  en  las  últimas  décadas,  siendo  de  gran
utilidad  para  el  diseño  de  drogas.  Por  ejemplo,  varias  propiedades  tales  como  las
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interacciones de hidrógeno,  la  movilidad de las moléculas de agua o la  superficie  de
interacción  con la  proteína,  han sido  analizados y  correlacionados con la  afinidad de
ligandos modificados diseñados para desplazar y/o mantener esas aguas cristalográficas
(Barillari  et al.  2011;  Garcia-Sosa  2013;  Kadirvelraj  et al.  2008;  Li  &  Lazaridis  2005;
Saraboji et al. 2012). Además, las estructuras obtenidas mediante cristalografía de rayos
X de complejos de proteínas con carbohidratos (así como también las de glicoproteínas)
se  han  utilizado  ampliamente  para  analizar  y  comprender  la  compleja  estructura  de
carbohidratos en sí mismos. Por otro lado, los recursos de muchas bases de datos de alta
calidad  y  sitios  web se  encuentran  actualmente  disponibles,  como  la  “Carbohydrate
Structure Suite” (Lütteke et al. 2005) entre otros (von der Lieth et al. 2011; Ranzinger et al.
2008). Estas herramientas y depósitos on line surgieron con el fin de proveer información
estructural bien organizada y de fácil accesos para los investigadores. Sin embargo hasta
el  momento,  ningún  trabajo  ha  analizado  a  fondo  la  relación  entre  la  estructura  del
solvente (descrito por las aguas cristalográficas) en una lectina apo (o sin ligando) y la
posición de los átomos polares del ligando (en este caso, un carbohidrato) cuando este se
encuentra formando un complejo con la misma proteína. Ademas, nunca se reporto el uso
de la información de la estructura del solvente para entender y/o predecir las propiedades
de los complejos lectina-carbohidrato, a pesar de que, como se menciono antes, existen
numerosos trabajos tendientes a la clasificación de las moléculas de agua presentes en el
sitio de unión a ligando.
En el presente capítulo, se analiza en detalle un conjunto no redundante y bien curado
de estructuras de proteínas de unión carbohidratos en busca de una posible relación entre
las  las  moléculas  de  agua  presentes  en  las  formas  apo  (sitios  de  hidratación),  las
propiedades de las mismas y las posiciones de los átomos de oxigeno del principal grupo
funcional  de los hidratos de carbono (grupo -OH) en las correspondientes estructuras
cristalográficas de los complejos. 
3.2 Hipótesis y Objetivos
3.2.1 Hipótesis
Si las interacciones que se establecen entre la superficie de la proteína y las moléculas
de agua que se encuentran en inmediaciones de la misma son similares a las que se
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establecen entre los grupos -OH de los carbohidratos y dicha superficie,  entonces las
moléculas  de  agua  pueden  ser  empleadas  como  “reporteras”  de  posibles  contactos
proteína-ligando.
3.2.2 Objetivos
General
Determinar si existe una correlación entre la posición que ocupan los sitios de
hidratación en el sitio de reconocimiento para carbohidratos en lectinas cuando
el  ligando se encuentra ausente y la  de los átomos de oxigeno del  ligando
cuando este se encuentra formando un complejo con la proteína en estructuras
cristalográficas. 
Específicos 
• Identificar las características mas importantes de la interacción entre proteínas de
unión  a  carbohidratos  (lectinas)  y  sus  respectivos  ligandos  en  estructuras
cristalográficas.
• Identificar los parámetros que caracterizan a la estructura del solvente en el sitio de
reconocimiento  para  carbohidratos  (CBS) para  un  conjunto  de  estructuras  de
lectinas obtenidas a partir de difracción de rayos X. 
• Determinar el grado de asociación entre la estructura del solvente y los átomos
polares  del  ligando  en  el  CBS  para  un  conjunto  de  estructuras  de  lectinas
obtenidas a partir de difracción de rayos X.
• Establecer un protocolo basado en inferencia bayesiana para la identificación sitios
de hidratación capaces de reportar interacciones entre átomos polares del ligando
y la  proteína para un conjunto de estructuras de lectinas obtenidas a partir  de
difracción de rayos X. 
3.3 Resultados y Discusión
Los resultados se organizan de la siguiente manera: En primer lugar, se describen y
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analizan las propiedades generales para la interacción proteína-ligando a partir de análisis
de estructuras correspondientes a complejos lectina-carbohidratos. En segundo lugar, se
lleva a cabo una caracterización de la estructura del solvente en el CBS, a partir de la
identificación de los sitios de hidratación (CWS) para un conjunto de lectinas obtenidas
mediante difracción de rayos X y se analizan en detalle varias propiedades que definen a
los mismos. Luego se busca establecer una relación entre la posición de los CWS y la de
los átomos de oxigeno del  ligando en complejos proteína-carbohidrato. Por último, se
empelan  las  propiedades  de  las  aguas  cristalográficas  para  desarrollar  un  método
predictivo bayesiano con el fin de clasificar los sitios de hidratación en relación con su
probabilidad de ser reemplazadas por el ligando. 
3.3.1 Análisis de la interacción proteína-carbohidrato en estructuras
cristalográficas
A partir  de  un  set de  estructuras  de  lectinas,  construido  especialmente  para  este
trabajo, se procedió al análisis de los principales tipos de interacción que se establecen
entre las proteínas los ligandos que componen al mismo. Una vez descriptas, se realizo
un análisis del sitio de unión a carbohidratos con el fin de identificar los aminoácidos que
lo componen y la frecuencia con la que se encuentran los mismos.
3.3.1.1 Construcción del set de estructuras
El set de estructuras de complejos lectina-carbohidratos fue construido a partir de la
búsqueda de todas las estructuras de lectina disponibles a la fecha (ultima actualización
en Abril de 2014) en el Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/). Los resultados se
presentan en la tabla 3.1.
Las estructuras se agruparon en conjuntos de proteínas únicas (98% de identidad de
secuencia entre los elementos del  conjunto)  y  se conservaron sólo los conjuntos que
contenían al menos una estructura del complejo lectina-carbohidrato y una estructura apo
(sin ningún ligando en el CBS). Como última condición, se seleccionaron solo aquellos
conjuntos  en  donde por  lo  menos una de las  estructuras  apo tuviese una resolución
menor a 2 Å. Se obtuvieron un total de 18 proteínas distintas. Solo se tuvieron en cuenta
para  el  análisis  aquellas  estructuras  que  no  presentaban  mutaciones  (sustitución,
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deleción, inserción) en el CBS. 
Proteína Ligandos
Ant igeno F17 2/159 1O9Z - 1,75 0,153 1.4-1.75
Ant i-HIV MBL 2/89 3A0C 0,039 2,00 0,179 2,00
Aglut inina C 3/176 1FNY - 1FNZ 0,08 2,05 N-ACETYL-2-DEOXY-2-AMINO-GALACTOSE
Con-A 3/476 0,677 1.8-2.00 1,723 1.20-2.35
Lect ina D2 2/184 1UHA 1ULN 0,089 1ULM 0,205 1,80 N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
E Select ina 1/112 1ESL - 2,00 1G1T 0,306 1,50
Fucolect ina 2/358 2J1R 0,763 1,54 0,408 1.5-1.80
1/351 1QXM - 1,70 3AJ5 3AJ6 1,437 1.48-1.80 N-ACETYL-D-GALACTOSAMINE
Jacal ina 3/299 1KU8 3P8S 1,47 1JAC 1,335 1.60-2.43
Lect ina P 2/196 2LTN 1,094 1,70 1RIN 1,077 2.60-2.60 ALPHA-D-MANNOSE
MBP-C 2/212 1RDO 0,081 1,70 0,491 1.70-1.90
MBP-A 3/142 1YTT 0,627 2MSB 0,566 1,70
HSP-D 2/316 1PW9 3DBZ 0,56 0,793 1.40-2.25
3/180 3NV1 - 0,13 1.57-2.34
1/55 3LSD - 0,695 1.75-2.17
Galect ina 3 4/316 3ZSL - 1,80 3ZSJ 0,115 0,86 BETA-LACTOSE
Galect ina 7 2/316 1BKZ 3ZXF 0,509 0,49 1.90-2.00
Galect ina 8 1/180 3AP5 3APB 0,783 1,038 1.53-2.33 BETA-LACTOSE O-SIALIC ALPHA-LACTOSE
RCWS/CRD
CWS
Apo (PDB 
ID)
CBS 
Apo 
RMSD
Rango 
Resolu-
cón.
Complejo 
(PDB ID)
RMSD CBS 
Complejo 
Rango 
Resolu-
ción
1O9W 
1ZPL 2BSC 
3F6J
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE; BETA-METHYL-N-ACETYL-
D-GLUCOSAMINE; METHYL-BETA-GALACTOSE
3A0D 
3A0E
3-O-ALPHA-D-MANNOPYRANOSYL-ALPHA-D-MANNOPY-
RANOSE; O1-METHYL-MANNOSE
1.81-
1.81
1CON 1ENR 
1JBC 1NLS 
1QNY 1SCR 
1CVN 1GIC 
1I3H 1ONA 
5CNA
ALPHA-D-MANNOSE; METHYL-ALPHA-D-GLUCOPYRANO-
SIDE; O1-METHYL-MANNOSE
1.50-
1.65
O-SIALIC BETA-D-GALACTOSE BETA-METHYL-N-ACE-
TYL-D-GLUCOSAMINE ALPHA-L-FUCOSE
2J1S 2J1T 
2J1U 2J1V
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE BETA-D-GALACTOSE AL-
PHA-L-FUCOSE BETA-L-FUCOSE N-ACETYL-2-DEOXY-2-
AMINO-GALACTOSE BETA-D-GLUCOSE
Hemaglut inina 
HA1
1.75-
2.00
BETA-D-GALACTOSEALPHA-METHYL-N-ACETYL-D-GA-
LACTOSAMINE N-ACETYL-2-DEOXY-2-AMINO-GALAC-
TOSE METHYL-ALPHA-D-GLUCOPYRANOSIDE ALPHA-ME-
THYL-D-GALACTOSIDE O1-METHYL-MANNOSE ALPHA-D-
GALACTOSE ALPHA-D-GLUCOSE BETA-D-GLUCOSE
1KZA 1KZB 
1KZC 1KZD 
1KZE 1RDI 
1RDJ 1RDK 
O1-METHYL-MANNOSE ALPHA-D-MANNOSE ALPHA-L-ME-
THYL-FUCOSE BETA-L-METHYL-FUCOSE BETA-D-GA-
LACTOSE 2-(ACETYLAMINO)-2-DEOXY-A-D-GLUCOPY-
RANOSE N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
1.80-
1.80
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE BETA-D-MANNOSE ALPHA-D-
MANNOSE
1.60-
1.80
1PWB 
2ORJ 2ORK 
3IKN 3IKP 
3IKQ 
ALPHA-D-GLUCOSE BETA-D-GALACTOSE ALPHA-D-MAN-
NOSE D-MYO-INOSITOL-1-PHOSPHATE 2-(ACETYLA-
MINO)-2-DEOXY-ALPHA-D-MANNOPYRANOSE
Galect ina9 
(C terminal)
1.50-
1.50
3NV2 
3NV3 
3NV4
BETA-D-GALACTOSE N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE AL-
PHA-D-MANNOSE O-SIALIC BETA-D-GLUCOSE 2-(ACETY-
LAMINO)-2-DEOXY-A-D-GLUCOPYRANOSE
Galect ina9 
(N terminal)
2.03-
2.03
2EAK 2EAL 
2YY1 
2ZHK 2ZHL 
2ZHM
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE BETA-D-GALACTOSE N-
ACETYL-D-GALACTOSAMINE N-ACETYL-2-DEOXY-2-
AMINO-GALACTOSE ALPHA-LACTOSE 2-(ACETYLA-
MINO)-2-DEOXY-4-O-BETA-D-GALACTOPYRANOSYL-
ALPHA-D-GLUCOPYRANOSE
1.38-
1.90
2GAL 
3GAL 
4GAL 
5GAL
2-DEOXY-2-AMINOGALACTOSE BETA-D-GALACTOSE 
BETA-D-GLUCOSE N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
1.92-
1.95
3AP4 
3AP6 
3AP7
Tabla 3.1. Conjunto de estructuras empleadas para el análisis. Se muestran las diferentes proteínas que
fueron utilizadas para el análisis y algunas propiedades de las mismas. La columna dos (RCWS/CRD-CWS)
hace referencia al número de aguas cristalográficas reemplazadas en el CBS sobre el  número total de
aguas en la fracción cristalizada de la proteína. RMSD corresponde a la desviación cuadrática media en
Angstroms. 
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Las 18 proteínas identificadas se agruparon en 8 familias definidas de acuerdo a la
base de datos PFAM  (Bateman et al. 2004), con 167 estructuras de complejos lectina-
carbohidrato y 75 estructuras apo. 
3.3.1.2 Análisis de complejos proteína-carbohidrato
Luego de la construcción del set de datos, se procedió al análisis de las estructuras
proteína-carbohidrato  presentes  en  el  mismo.  El  panel  A de  la figura  3.1  muestra  la
fracción de estructuras cristalinas disponibles que se unen ya sea a mono-,  di-,  tri-  u
oligosacáridos más grandes (hasta heptasacáridos). Se puede ver claramente que hay un
predominio de estructuras cristalizadas con monosacáridos (~60% del total), seguido de
disacáridos (~20%). El mismo análisis, pero teniendo en cuenta solo proteínas únicas o
agrupadas por familia muestra resultados similares, lo que sugiere una ausencia de sesgo
debido  a  la  sobrerrepresentación  de  algún  caso  particular.  Además,  es  interesante
destacar el hecho de que para varias proteínas que pueden cristalizar con disacáridos y
trisacáridos, también aparecen reportados cristales con monosacáridos. 
El panel B de la figura 3.1 muestra el número de unidades sacaridicas en contacto con
la proteína en función de la longitud del oligosacárido (véase la sección 3.5.4 del presente
capítulo  la  definición  de monómero en contacto  con la  proteína).  Curiosamente,  para
disacáridos, el número promedio es menor a 2 (cerca de 1,5), lo que muestra que en
varios  casos  sólo  un  monómero  interacciona  con  la  proteína.  Por  otra  parte,  para
trisacáridos y ligandos más grandes, el número de unidades de contacto se encuentra
entre 1,5 y 2,5. Este análisis indica que la unión (y por lo tanto la afinidad y especificidad)
en las interacciones parece estar dada por 1-2 unidades sacarídicas y no más.
Debido a que los grupos hidroxilo (y en menor medida los grupos ácidos y carbonilos),
son los principales responsables de las interacciones proteína-carbohidrato, se procedió a
estimar cuantos de éstos grupos polares establecen interacciones con la superficie de la
proteína, en relación con el número de unidades sacarídicas en contacto. Los resultados
obtenidos se muestran en el panel C de la figura 3.1, en donde se puede observar que
cuando el ligando es un monosacárido, se establecen aproximadamente 3 interacciones
(a veces 2), lo cual resulta lógico teniendo en cuenta que si bien un monosacáridos típico
tiene entre 6 y 7 interacciones polares potenciales, lo mas probable es que se una por una
sola “cara”  a la  proteína dejando expuesta la  otra al  solvente.  Lo interesante es que
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incluso cuando un disacárido está en contacto, el número de interacciones aumenta sólo
ligeramente  (aproximadamente  4  interacciones),  y  cuando  son  tres  las  unidades
sacarídicas en contacto no se establecen más de 5 interacciones con la proteína. 
Figura 3.1. Análisis de complejos lectina-carbohidrato con sacáridos de diferente longitud (mono-,
di-, tri- y sacáridos más grandes). (A) Porcentaje de estructuras disponibles. (B) Número promedio de
sacáridos  que  se  encuentran  interaccionando con  la  proteína.  (C)  Número  de  átomos  de  oxígeno del
carbohidrato  en  contacto  con  la  proteína  clasificados  según  el  número  de  sacáridos  en  contacto.  (D)
Porcentaje de átomos de oxígeno de carbohidratos en contacto con la proteína clasificados según el número
de sacáridos en contacto. Las barras negras corresponden al cálculo para cada estructura cristalina, las
barras grises y las blancas son los resultados agrupados por conjuntos de proteínas únicas y familias,
respectivamente.
En general, como se muestra en el panel D de la figura 3.1, aproximadamente 1 cada 3
(o 4) oxígenos del ligando están en contacto con la proteína, con los valores más altos
(ligeramente por debajo de la mitad de ellos) para los monómeros. Estos resultados
indican que para las lectinas, la interacción está determinada por 1 o 2 monómeros
del ligando, presentando no más de dos a tres interacciones por unidad sacarídica.
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3.3.1.3 Análisis de composición de aminoácidos del dominio de 
reconocimiento de carbohidratos y del sitio de unión a carbohidratos.
Una vez finalizado el análisis de los complejos proteína-carbohidrato, se procedió a la
caracterización del dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) en función de la
composición  de  aminoácidos,  prestando  principal  atención  a  los  residuos  que  se
encuentran preferentemente en el sitio de unión a carbohidratos (CBS). Para ello, primero
se definió como residuos del CBS a todos aquellos que se encontrasen a una distancia ≤
3Å (priorizando los contactos polares) del ligando en al  menos una de las estructuras
disponibles,  y  se  calculó  la  frecuencia  relativa  de  aparición  de  cada  uno  de  los  20
aminoácidos en el CBS, como así también para todo el CRD.
 Los resultados presentados en la figura 3.2 muestran que mientras varios residuos se
encuentran preferentemente en el CBS, otros tienden claramente a ser excluídos. Hay un
enriquecimiento de residuos con carga negativa como Asp y Glu, y con carga positiva
como Arg y His. 
Figura 3.2. Frecuencias de aparición para cada uno de los 20 aminoácidos. Se muestran los diferentes
valores para todo el  dominio  de reconocimiento de carbohidratos (CRD, columnas negras)  y  sólo para
aquellos presentes en el sitio de unión a carbohidratos (CBS, columnas grises) para todos los complejos
lectina-carbohidrato analizados. 
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Los residuos polares como Ans también se encuentran preferentemente en el  CBS,
como así también los residuos aromáticos polares (Tyr) y apolares (Trp). Por otro lado, los
residuos no polares tales como Val, Ile, Leu, Phe, Met y Pro, así como Cys tienden a ser
excluido del CBS. 
Para  analizar  la  relevancia  de  las  interacciones  hidrofóbicas  entre  los  residuos
aromáticos presentes en el CBS y distintos carbohidratos, se determinó cuantas unidades
sacarídicas presentan este tipo de interacciones. Los datos se presentan en la tabla 3.2 e
indican que aproximadamente el 90% de las proteínas analizadas presentan al menos un
residuo aromático en el CBS. 
Proteína AA 1-mer 2-mer 3-mer ≥ 4-mer
PHE TRP TYR 1 - - -
Ant i-HIV MBL TYR 0 - - -
Ant igeno F17 PHETRP 0 1 - -
Con-A TYR(2) 1 0 - -
E Select ina TYR(2) - - - 0
Fucolect ina TYR PHE 1 - 0 0
Galect ina 3 TRP 1 0 - -
Galect ina 7 TRP 1 0 - -
Galect ina 8 TRP 1 0 - -
TRP 1 1* 0 -
PHE(2) TRP 1 1* 0 0
HSP-D PHE - - 1 -
TYR 1 - - -
Jacalina 1 1** - -
Lect ina D2 TRP(2) TYR 1 1 1 -
Lect ina P PHE 1 - - -
Aglut inina de 
corteza
Galect ina9 (C 
terminal)
Galect ina9 (N 
terminal)
Hemaglut inina 
HA1
TYR(2) TRP 
PHE
Tabla 3.2. Interacciones aromáticas. Se muestran las interacciones aromáticas para cada sacárido del
ligando en contacto con la proteína. Los valores 1 y 0 indican interacción probable y solo proximidad al
ligando, respectivamente. El símbolo “–“ corresponde a ausencia de proximidad a un residuo aromático. Los
símbolos  “*”  y  “**”  representan  un  cambio  en  el  marco  de  lectura  y  una  inversión  del  ligando
respectivamente. 
Por otro lado, también se puede ver que el 78% de las proteínas establece al menos
una  interacción  hidrofóbica  entre  un  residuo  aromático  y  un  sacárido  del  ligando.
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Aproximadamente en el  89% de los casos el  contacto se da entre el  primer sacárido
(numerado desde el extremo no reductor) y un residuo de Tyr (~60%) o Trp (~30%).
El  contacto con un residuo de Phe es poco frecuente (~10%) y se observa por  lo
general en los casos en donde la interacción se da con un disacárido o trisacárido. Las
únicas familias que no presentan residuos aromáticos en el CBS son las proteínas de
unión  a  manosa  (excepto Anti-HIV  MBL  que  presenta  un  residuo  de  Tyr  aunque
optimizando un puente de hidrógeno) y las selectinas. En el caso de las galectinas, el Trp
es el residuo más importante y siempre interacciona con el primer sacárido salvo en el
caso de la Galectina 9 en donde se observan varias estructuras en las cuales el mismo
Trp interacciona con el segundo sacárido (cambio del marco de lectura). Un caso especial
es  el  del  la  Jacalina,  en  donde  dependiendo  de  la  composición  del  disacárido,  el
reconocimiento se da por el primero o por el segundo sacárido (inversión del ligando). En
resumen, el residuo aromático más frecuente en el CBS es la Tyr, posiblemente debido a
que juega un doble rol al poder establecer interacciones hidrofóbicas (mediadas por su
anillo aromático) o hidrofílicas (mediadas principalmente por su grupo hidroxilo).
Estos resultados son consistentes con trabajos reportados previamente (Asensio et al.
2000; Guardia et al. 2011; Lütteke et al. 2005), en los cuales se muestra que las lectinas
se  unen  a  sus  ligandos  combinando  interacciones  polares  con  los  grupos  -OH  e
interacciones  aromáticas  (no  polares)  con  regiones  alifáticas  del  ligando  (Guan  et al.
2003; Laughrey et al. 2008; Nishio et al. 2014; Sujatha et al. 2004; Terraneo et al. 2007).
3.3.2  Análisis  de  la  interacción  proteína-agua  en  estructuras
cristalográficas.
Luego del análisis de la interacción lectina-carbohidrato, se procedió a la identificación
de sitios de hidratación presentes en el CRD de la forma apo de todas las estructuras
cristalográficas de lectinas que componen el  set. En particular, se analizo en detalle la
estructura del solvente en el CBS de las proteínas, con el fin de establecer si existe o no
una relación entre la misma y los átomos polares de los carbohidratos. Luego, se realizo
una caracterización de los sitios de hidratación a partir de la descripción de una serie de
parámetros, los cuales fueron luego empleados en un clasificador probabilístico con el fin
de identificar  a priori la  capacidad de predecir  una interacción entre  la  proteína y  su
ligando de dicho sitio.
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3.3.2.1  Análisis  de  sitios  de  hidratación  presentes  en  estructuras
cristalográficas  (CWS)  y  su  relación  con  complejos  proteína-
carbohidrato.
Para analizar la estructura del solvente, en primer lugar se identificaron los residuos del
CBS  y  del  CRD  que  se  encontrasen  preferentemente  en  contacto  con  un  sitio  de
hidratación  presente  en una  estructura  cristalográfica  (CWS,  del  ingles  Crystal  Water
Site),  el  cual  se  define  como la  posición  media  en  donde  los  oxígenos  de  las  agua
cristalográficas pueden encontrarse en todas las estructuras apo disponibles para cada
proteína única. En el caso en el que sólo una estructura cristalina estuvo disponible, el
CWS se corresponde inequívocamente con un agua cristalográfica. Los resultados del
análisis se presentan en la figura 3.3, en donde se puede ver que las moléculas de agua
se encuentran, en su mayoría, cerca de residuos hidrofílicos en concordancia con los
resultados esperados. 
Figura  3.3.  Frecuencias  de  interacción  observadas  para  cada  uno  de  los  20  aminoácidos.  Se
muestran los valores para los átomos de oxígeno del ligando (OL) en el sitio de unión a carbohidratos (CBS)
(columnas negras), para los sitios de hidratación (CWS) en el CBS (columnas grises) y todo el dominio de
reconocimiento de carbohidratos (columnas blancas). 
Además, existe una clara preferencia por la localización de moléculas de agua cerca de
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los residuos polares que se encuentran en el CBS de las proteínas (Arg, Asn, Asp y Glu). 
Con  el  fin  de  establecer  una  relación  entre  los  CWS  y  los  complejos  lectina-
carbohidrato  correspondientes,  primero  se determinó  cuantos  de  los  grupos  -OH que
están en contacto con la proteína, en cualquiera de los conjuntos de proteínas únicas
estudiadas, pueden ser descriptos por un CWS presente en la estructura apo.
Para evaluar si  un CWS (en la forma apo) es reemplazado por un grupo polar del
carbohidrato (en el complejo), ambas estructuras fueron alineadas y se determinó el Rmin
,el cual se define como la distancia mínima entre el oxígeno del agua y cualquier átomo
de oxígeno del ligando. Si el valor de Rmin ≤ 1,2 Å, el agua cristalográfica se clasificó como
reemplazada. Aquellos CWSs situados dentro del CBS pero con un Rmin > 1,2 Å que no
son sustituidos por grupos hidroxilo del ligando (u otro grupo polar), se denominaron CWS
desplazados. Una característica importante de lo CWS desplazados es que en ninguna de
las  estructuras  de  los  correspondientes  complejos  analizados  se  los  pudo  encontrar,
reforzando la idea de que se perderían luego de la unión del ligando y de que es poco
probable  encontrar  aguas  que  actúen  como  puente  entre  el  ligando  y  los  residuos
presentes en el CBS.
Los resultados para todos los conjuntos analizados se presentan en panel A de la figura
3.4, donde se puede ver que aproximadamente el 70% de todas las interacciones de las
proteínas con grupos -OH de los azucares son descriptas por un CWS.
Figura 3.4. Oxígenos del ligando reemplazados por CWS en el CBS. Los resultados se muestran por
separado para el promedio de todos los complejos disponibles, para mono y disacáridos en contacto con la
proteína. En el panel A se muestra el porcentaje de oxígenos de los ligandos que interaccionan con la
proteína y que a su vez son reemplazados por algún CWS. En el panel B se muestra el porcentaje del total
de CWS dentro del CBS que son reemplazados por oxígenos del ligando. Los resultados se muestran para
proteínas únicas (columnas negras) y para proteínas agrupadas en familias (columnas blancas).
 Por otra parte, en el panel B de la figura 4 muestra que para el conjunto de proteínas
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únicas analizado, aproximadamente el 40% de los CWSs que se encuentran dentro del
sitio  de  unión  son  reemplazados  por  grupos  -OH  del  ligando.  Curiosamente,  la
correspondencia entre los CWS y los grupos -OH del ligando es ligeramente superior para
las  proteínas  en  contacto  con  monosacáridos.  En  ambos  análisis,  los  resultados  son
similares si se tienen en cuenta a proteínas únicas o si las mismas se agrupan en familias,
demostrando la ausencia de cualquier tipo de sesgo en los resultados como consecuencia
del muestreo. 
Como  un  ejemplo  particular,  la  figura  3.5  muestra  el  CBS  del  dominio  de
reconocimiento  para  carbohidratos  de  hSP-D  y  Gal-9  (PDB  IDs  3G83  (Crouch  et al.
2009) y 3NV4  (Yoshida et al. 2010) respectivamente), tanto para la estructura apo (con
sus correspondientes CWS) como para el complejo (con su correspondiente ligando). 
Figura 3.5. Correlación posicional entre los oxígenos del ligando y los CWS en el CBS. Se muestra la
estructura del hSP-D en complejo con manosa (panel A) y la estructura de la Galectina-9 (extremo carboxilo
terminal) en complejo con  sialillactosa (panel B), ambas  en superposición con los CWSs presentes en el
CBS. Los CWSs reemplazados se muestran como esferas rojas y los CWSs desplazados como esferas
azules.
La figura muestra cómo algunos de los CWSs (en rojo) se sustituyen por los grupos
-OH del ligando mientras que otros aunque cerca del ligando (es decir, dentro de la CBS)
no lo son, ubicándose en la categoría de desplazados (en azul). En el caso de hSP-D
(panel A de la figura 3.5) unido a un monosacárido (manosa), hay tres CWSs que se
superponen perfectamente con los grupos hidroxilos de ligando,  mientras que hay un
CWS ubicado en el  centro  del  anillo  del  carbohidrato  el  cual  cae en la  categoría  de
desplazado.  Para  la  Galectina  9  (panel  B  de  la  figura  3.5)  unida  a  un  trisacárido
(sialillactosa),  hay  tres  CWSs  reemplazados  por  grupos  -OH  del  ligando  en  los  dos
primeros monómeros, mientras que hay un cuarto CWS, que es desplazado por el tercer
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monómero. En resumen, es evidente que los CWS tienden a imitar la disposición de los
grupos hidroxilo de los hidratos de carbono, los cuales son responsables de la afinidad del
ligando y de su selectividad.
3.3.2.2 Determinación de los parámetros estructurales de los CWS
Los resultados de la sección anterior muestran que los CWS se pueden clasificar en
tres  grupos,  en función a su posición  con respecto al  CBS (y  a los  ligandos que se
encuentran alojados en el). Por un lado, se encuentran los CWSs dentro del CBS, los
cuales pueden ser reemplazados o desplazados cuando se une el ligando, y por otro lado,
están  los  CWSs  que  se  encuentran  fuera  del  CBS.  En  función  a  lo  enunciado
anteriormente, se procedió al análisis de las propiedades de los CWSs en cada categoría
con  el  fin  de  evaluar  si  existían  diferencias  significativas  entre  ellas.  Para  ello,  se
analizaron seis  propiedades:  i)  el  número  promedio  de  posibles  interacciones polares
(APCN), ii) la dispersión del sitio (B-factor), iii) la frecuencia con la que una molécula de
agua puede ser encontrada en el sitio (ocupancia), iv) la proximidad entre las moléculas
de agua y la proteína (NPAD), v) la superficie de contacto entre el átomo de oxígeno del
agua  cristalográfica  y  la  proteína  (SCSA),  y  vi)  el  número  de  aguas  cristalográficas
vecinas a la CWS (CWSV).
Los histogramas resultantes para la distribución de frecuencia de las seis propiedades
para los CWSs reemplazados, desplazados y aquellos que se encuentran fuera del CBS
se muestran en los paneles A-F de la figura 3.6. En el panel A de la figura 3.6 se puede
ver claramente que los CWS tienen más interacciones polares promedio con la proteína
(generalmente 1 o 2) que los CWSs que son desplazados por el ligando del CBS (entre 0
y 1). Curiosamente, los CWSs que se encuentran fuera del CBS, muestran una tendencia
muy similar a los CWS desplazados a establecer pocos contactos polares con la proteína.
De  esta  manera,  el  número  de  contactos  polares  con  la  proteína,  no  sólo  distingue
aquellos CWS dentro del CBS que potencialmente serán reemplazados por los oxígenos
del ligando, sino que también se presenta como un fuerte indicador de la posición del
CBS. 
Un análisis complementario que ayuda a entender este comportamiento se presenta en
el panel B de la figura 3.6, donde se mide la distancia mínima de un CWS a cualquier
átomo de la proteína. Los resultados muestran claramente que mientras que la mayoría
de los CWSs reemplazados se ubican en la primera esfera de solvatación (distancia entre
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la  superficie de la  proteína y el  CWSs de aproximadamente 3 Å),  en la  categoría de
desplazados  lo  hacen  más  lejos  de  la  superficie  de  la  proteína,  generalmente  en  la
segunda capa de solvatación (entre 4 y 5 Å). 
Figura 3.6. Histogramas de frecuencia para las diferentes propiedades evaluadas en los CWSs. Se
muestran la distribución de valores para el número promedio de posibles contactos polares para cada CWS
(A), la distancia más cercana a la superficie de la proteína en Å (B), la superficie de contacto con la proteína
de cada CWS en Å2 (C), el valor promedio de B-factor para cada CWS en Å2 (D), la ocupancia de cada CWS
(E) y el número de aguas cristalográficas vecinas para cada CWS (F). Las categorías de  reemplazados,
desplazados y fuera de la CBS se muestran en las columnas negras, grises y blancas, respectivamente.
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Una tercera propiedad, relacionada con las interacciones que establecen los CWS, es
la  superficie  de  contacto  con  la  proteína.  Los  valores  obtenidos  para  las  diferentes
categorías se presenta en el panel C de la figura 3.6, donde se puede observar  que los
CWSs reemplazados presentan una distribución  estrecha con una ligera  tendencia  al
enriquecimiento de valores altos. 
En cuanto a la propiedad que refleja la movilidad de los CWS, los valores para cada
una de las categorías se presentan en el panel D de la figura 3.6, en donde se puede
observar que  los  valores  de  los  B-factors  de  los  CWSs  remplazados  son
significativamente más pequeños que para las demás categorías. Los CWSs desplazados
y los que se encuentran fuera del  CBS muestran distribuciones más amplias,  lo  cual
puede relacionarse con una tendencia a tomar valores de forma aleatoria. 
La siguiente propiedad está relacionada con la variabilidad observada en la presencia
de un agua cristalográfica dada en diferentes estructuras apo (ocupancia). Los valores se
presentan en el panel E de la figura 3.6, en donde se puede observar nuevamente que los
CWSs desplazados y aquellos que se encuentran fuera del CBS, muestran distribuciones
similares con picos de  0,2 a 0,5 (posiblemente reflejando los casos en donde solo dos
cristales están disponibles y el CWSs está presente en uno) y un pico en 1. Por otro lado,
los  CWSs  reemplazados  muestran valores  cercanos  a  1,  destacando  de  nuevo  sus
propiedades diferenciales.
El  último parámetro analizado es el  número de  aguas cristalográficas vecinas para
cada CWS y se presenta en el panel F de la figura 3.6. Los valores obtenidos para todas
las categorías muestran distribuciones similares, y por lo tanto tiene poco valor predictivo. 
En  resumen,  los  parámetros  analizados  anteriormente,  en  particular  el  número  de
contactos polares con la proteína, la distancia a la proteína, el B-factor y la ocupancia, son
capaces de distinguir aquellos CWSs que serán reemplazados por grupos polares del
ligando, de aquellos que serán desplazados (o de aquellos que se encuentran fuera) del
CBS. Lo más importante, a excepción de la ocupancia, es que todas las propiedades se
pueden  obtener  a  partir  de  sólo  una  estructura  apo,  añadiendo  así  importancia  a  la
resolución de estructuras cristalinas de lectina, incluso en ausencia de sus ligandos.
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3.3.2.3  Predicción  de  los  CWS  reemplazados  utilizando  un
clasificador Bayesiano ingenuo
Teniendo en cuenta que se observan diferencias significativas entre las propiedades de
CWS reemplazados y las de los desplazados (o inclusive los que se encuentran fuera del
CBS),  se  utilizaron  los  datos  para  construir  un  clasificador  Bayesiano  ingenuo (NBC)
(Maruyama  2013) capaz  de  determinar  la  probabilidad  de  cualquier  CWS  de  ser
reemplazado. En teoría de la probabilidad y minería de datos, el NBC es un clasificador
probabilístico basado en el  teorema de Bayes y debe su denominación de ingenuo a
supuestos  simplificadores,  que  por  lo  general  se  resumen  en  la  hipótesis  de
independencia entre las variables empleadas. El método emplea como entrada los valores
para  los  6  parámetros  descritos  anteriormente  y  determina  la  probabilidad  de  ser
reemplazado (PR) para un CWS dado y de no ser reemplazados dado esos mismo valores
(Pnot). Si PR> PNot, el CWS se predice como potencialmente reemplazado. La Tabla 3.3
muestra los resultados de la predicción para todos los CWS analizados. 
Los datos obtenidos muestran que el método predice correctamente más del 90% de
los CWS que van a ser reemplazados dentro del CBS, mientras que la asignación errónea
como potencialmente reemplazado es de alrededor del 28%. Aunque el valor de falsos
verdaderos puede parecer elevado, es importante señalar que los CWS reemplazados se
determinaron en función de las estructuras disponibles.
Reemplazados 39 36 3 92 -
Desplazados 88 21 67 - 28
Fuera del CBS 4078 1515 2563 - 38
Categoría de 
CWS
Numero total 
de CWS en el 
set
       CWS          
 reemplazados 
predichos
         CWS        
   desplazados   
 predichos
% Positivos 
Verdaderos
% Falsos    
Verdaderos
Tabla 3.3. Predicción de CWSs reemplazados mediante la utilización de un Clasificador Bayesiano
Ingenuo (NBC). Se muestran los resultados del proceso de clasificación llevado a cabo por el NBC.
Por lo tanto es posible que otros ligandos (para los cuales no han sido reportadas
estructuras  en  complejo  con la  correspondiente  lectina)  sean capaces de explotar  de
manera más eficiente las interacciones disponibles en el CBS, lo cual se traduciría en un
número mayor de CWSs reemplazados y por ende una disminución en el porcentaje de
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falsos positivos estimados. El clasificador muestra que la mayoría de los CWSs que se
encuentran fuera del CBS no se predicen como reemplazados, observación coherente
con la idea de que los CWS dentro del sitio activo y especialmente los que están imitando
las interacciones proteína-ligando tienen propiedades distintivas. Como era de esperar, y
confirmando  por  el  análisis  del  párrafo  anterior,  aquellas  propiedades  que  muestran
diferencias significativas en sus valores medios entre CWS reemplazados y desplazados
son los previamente identificados como potencialmente importantes para la diferenciación
de los CWSs. 
Figura 3.7. CWSs coloreados de acuerdo a su probabilidad relativa de ser reemplazados (PR/Pnot) en
superposición con la estructura de un complejo proteína-ligando. La estructura de complejo (PDB ID
2GGU) se muestra en superposición con los CWSs de todo el CRD presentes en la forma apo. El código de
color va del rojo (PR > Pnot) hasta el azul (Pnot > PR) en una escala logarítmica.
Estos  resultados  confirman  una  vez  más  que  los  CWS  reemplazados  tienen
propiedades distintas en relación con su probabilidad de ser reemplazado o no por los
grupos polares de ligandos en el correspondiente complejo lectina-carbohidratos.
Por  último,  se  empleó  el  NBC para  calcular  la  probabilidad  de  cada  CWS de  ser
reemplazado por un átomo de oxígeno del ligando para la proteína surfactante D humana
106
(hSP-D). Los resultados se muestran en la figura 3.7, en donde se puede observar a la
proteína con una representación de superficie (en color gris), al ligando en el CBS (lineas
rojas para los átomos de oxígeno y verdes para los carbonos) y a cada uno de los CWSs
coloreados  de  acuerdo  con  sus  probabilidades  relativas  (PR  y Pnot  en rojo  y  azul
respectivamente), calculadas con el NBC a partir de la forma apo, y superpuesta con la
correspondiente  estructura  del  complejo.  La  figura  muestra  muy  bien  como los  CWS
reemplazados que se han predicho (esferas rojas) tienden a agruparse en la CBS y se
superponen a la estructura del ligando. Por otra parte, hay pocas aguas que se prevén
que no serán reemplazadas (esferas azules) dentro de la CBS, lo cual pone de relieve la
capacidad predictiva del modelo.
3.4 Conclusiones del capítulo
El objetivo del presente capítulo fue analizar la relación entre la estructura del solvente
adyacente  a  la  superficie  de  la  proteína,  representado  por  las  aguas  cristalográficas
(CWS), y la estructura de los complejos lectina-carbohidrato correspondientes. Para ello,
en  primer  lugar  se  analizaron  las  interacciones  lectina-carbohidrato  (las  cuales  están
representadas en esencia por grupos polares presentes en los azucares, principalmente
el  grupo -OH),  seguido  de una caracterización de las propiedades de los CWSs y su
relación con los grupos polares del ligando. Los resultados muestran claramente que la
estructura del solvente imita la disposición de los grupos hidroxilo en el ligando, un hecho
que está en concordancia con varios experimentos de cristalografía y estudios de binding
(Gauto et al. 2009, 2013; Kadirvelraj et al. 2008; Di Lella et al. 2007; Li & Lazaridis 2005;
Saraboji et al. 2012). 
La novedad que aporta el presente estudio radica en la caracterización de los CWSs a
partir de propiedades que se pueden obtener fácilmente de la estructuras, como el B-
factor o  el  número  de  contactos  polares, parámetros  fundamentales  para  distinguir
aquellas aguas que serán reemplazadas en el sitio de unión a ligando de las que no.
Dicha  diferenciación,  se  puede  llevar  adelante  de  forma  automatizada,  mediante  el
empleo  de  un  estadístico  como  el  clasificador  bayesiano  ingenuo,  aumentando  las
chances de identificar el sitio de unión a ligando a partir de información derivada de la
estructura del solvente. El uso de propiedades de las aguas cristalográficas para inferir
posibles sitios de unión a ligando está bien documentada en la literatura con un variado
grado de éxito  (Barillari et al. 2007; Beuming et al. 2012; García-Sosa et al. 2003) y los
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resultados actuales alientan el uso de estas estrategias. 
Por último, cabe destacar que debido al alto grado de correlación entre los sitios de
hidratación obtenidos mediante estructuras cristalográficas y los oxígenos del ligando, los
CWSs pueden ser de gran utilidad para la predicción de estructuras lectina-carbohidrato.
3.5 Metodología específica del capítulo
3.5.1 Desarrollo de Software específico
Con la finalidad de obtener los set de estructuras necesarios para llevar adelante el
estudio,  se  desarrolló  un  programa  en  lenguaje  python (versión  2.7)  denominado
SetMaker. Dicho programa es capaz de construir conjuntos conformados por estructuras
apo y estructuras con ligandos para una misma proteína a partir de la búsqueda en la
base de datos PDB (Bernstein et al. 1977). 
Por otro lado, para llevar adelante el análisis de los set de estructuras mencionados
previamente,  se  desarrolló  un  programa  en  lenguaje  tcl  (versión  8.5)  denominado
CrystalClusters. Este programa es capaz de llevar adelante el cálculo de los CWSs, el
análisis de propiedades de los mismos, de describir las interacciones lectina-carbohidrato
y de analizar la relación entre la estructura del solvente de las formas apo y los ligandos
presentes de las estructuras de los complejos en el CBS. 
3.5.2 Construcción del set de datos de estructuras lectina-
carbohidrato 
El set de datos del trabajo se construyó a partir de todas las estructuras de lectinas
disponibles en el PDB (ultima actualización en Abril 2014) (Bernstein et al. 1977). Para tal
fin, se confeccionó una lista bien curada de todas los posibles carbohidratos naturales (es
decir, que no presenten ninguna modificación química) reportados como ligandos, con el
fin de emplear dicha información como patrón de búsqueda para el programa SetMaker.
Los conjuntos (los sets de proteínas únicas) se obtuvieron mediante la comparación de
secuencia, definiendo a los integrantes de un conjunto a todas aquellas estructuras cuyas
secuencias compartieran un 95% de identidad y una cobertura mayor al 80%. Solo se
conservaron aquellos conjuntos que presentaban por lo menos una forma cristalizada con
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algún ligando de la lista antes mencionada y una estructura sin ningún ligando en el CBS
(siempre y cuando por lo menos una estructura apo tuviese una resolución ≤ 2Å). Todos
los análisis estadísticos se realizaron considerando (en la medida de lo posible) cada
estructura individual, cada proteína única y estableciendo un valor promedio determinado
para  cada  familia  de  proteínas,  con  el  fin  de  evitar  un  posible  sesgo  debido  a  la
sobrerrepresentación de una proteína o de una familia en particular.
3.5.3 Definición de la CBS
Cada ligando se clasificó según el  número de sacáridos (monosacárido, disacárido,
etc.)  el cual fue obtenido mediante el  empleo del programa  CrystalClusters  y validado
mediante  la búsqueda en la base de datos “chEBIi  Ontologies”  (Hastings et al.  2013).
Para  cada  conjunto  de  proteínas  individuales,  se  estableció  la  condición  de  que  un
residuo  se  define  como  perteneciente  al  CBS si  alguno  de  sus  átomos  pesados,  se
encuentra a una distancia ≤ 3Å de cualquier átomo del ligando (Abel et al. 2008). El CBS
se define entonces como el  conjunto unión resultante de la combinación de todos los
residuos  asignados al  CBS  provenientes  de  las distintas  estructuras  analizadas
individualmente y que a su vez están presentes en cada una de éstas. De esta manera,
con la primera condición se obtiene un CBS lo más inclusivo posible y con la segunda
condición  se  asegura  de  excluir  aquellas  estructuras  en  donde  existen  mutaciones
puntuales (ya sea de sustitución, deleción, inclusión) que pueden afectar el análisis. Una
vez obtenido el  CBS, se identificó la estructura apo con menor resolución, la cual fue
empleada como referencia para un alineamiento estructural  (en función al  CBS) entre
todas las estructuras disponibles. Todas aquellas estructuras que tuviesen un valor de
RMSD  >  2Å  con  respecto  al  CBS,  fueron  descartadas  del  análisis  dado  que  dicha
variación suele estar vinculada a cambios conformacionales. 
3.5.4 Análisis de la interacción lectina-carbohidrato. 
Para analizar las interacciones proteína-carbohidrato, en primer lugar se determinó el
número  real  de  monómeros  (o  unidades  sacarídicas) que  están  en  contacto  con  la
proteína. Un monómero se define como en contacto con la proteína si hay al menos una
interacción altamente probable, ya sea polar (puente de hidrógeno o puente salino) o
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apolar (interacciones de van der Waals). Luego se determinó el número de interacciones
posibles para todos los átomos polares del ligando (N y O). Se consideró un contacto
polar cuando la distancia entre átomos polares del ligando y de la proteína fuera ≤ 3,25 Å.
Las interacciones aromáticas se cuantificaron teniendo en cuenta un valor de distancia de
≤  4.2 Å entre el plano de los anillos aromáticos de los residuos de CBS y el anillo del
ligando. 
3.5.5 Determinación de los parámetros estructurales para los CWS. 
Para  analizar  las  propiedades  de  las  aguas  cristalográficas,  en  primer  lugar  se
identificaron los CWS específicos a partir de las aguas cristalográficas presentes en las
estructuras disponibles (sin ligando) previamente alineadas. Para definir un CWS a través
de varias estructuras, se empleo un algoritmo de clustering jerárquico utilizando como
radio de  inclusión un valor  ≤  1,4 Å. Esto da como resultado un conjunto en donde las
posiciones espaciales de cada uno de los elementos que lo componen no se encuentran
alejados entre sí más allá del radio de corte y el centro geométrico determinado por cada
uno de los componentes de cluster, define la posición de CWS.  Cada una de las seis
propiedades analizadas fueron calculadas con el programa CrystalClusters.
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Lütteke, T., Frank, M., & von der Lieth, C.-W. (2005). Carbohydrate Structure Suite (CSS): 
analysis of carbohydrate 3D structures derived from the PDB. Nucleic acids research, 
33/Database issue: D242–6. DOI: 10.1093/nar/gki013
Maruyama, O. (2013). Heterodimeric protein complex identification by naïve Bayes 
classifiers. BMC bioinformatics, 14: 347. DOI: 10.1186/1471-2105-14-347
Michel, J., Tirado-Rives, J., & Jorgensen, W. L. (2009). Energetics of displacing water 
molecules from protein binding sites: Consequences for ligand optimization. Journal 
of the American Chemical Society, 131/42: 15403–11. DOI: 10.1021/ja906058w
Nishio, M., Umezawa, Y., Fantini, J., Weiss, M. S., & Chakrabarti, P. (2014). CH-π 
hydrogen bonds in biological macromolecules. Physical chemistry chemical physics :  
PCCP, 16/25: 12648–83. The Royal Society of Chemistry. DOI: 10.1039/c4cp00099d
Ranzinger, R., Herget, S., Wetter, T., & von der Lieth, C.-W. (2008). GlycomeDB - 
integration of open-access carbohydrate structure databases. BMC bioinformatics, 9: 
384. DOI: 10.1186/1471-2105-9-384
Saraboji, K., Håkansson, M., Genheden, S., Diehl, C., Qvist, J., Weininger, U., Nilsson, U. 
J., et al. (2012). The carbohydrate-binding site in galectin-3 is preorganized to 
recognize a sugarlike framework of oxygens: ultra-high-resolution structures and 
water dynamics. Biochemistry, 51/1: 296–306. DOI: 10.1021/bi201459p
Von Schantz, L., Håkansson, M., Logan, D. T., Walse, B., Osterlin, J., Nordberg-Karlsson, 
113
E., & Ohlin, M. (2012). Structural basis for carbohydrate-binding specificity--a 
comparative assessment of two engineered carbohydrate-binding modules. 
Glycobiology, 22/7: 948–61. DOI: 10.1093/glycob/cws063
Setny, P., Baron, R., & McCammon, J. A. (2010). How Can Hydrophobic Association Be 
Enthalpy Driven? Journal of chemical theory and computation, 6/9: 2866–71. DOI: 
10.1021/ct1003077
Sujatha, M. S., Sasidhar, Y. U., & Balaji, P. V. (2004). Energetics of galactose- and 
glucose-aromatic amino acid interactions: implications for binding in galactose-specific
proteins. Protein science : a publication of the Protein Society  , 13/9: 2502–14. DOI: 
10.1110/ps.04812804
Terraneo, G., Potenza, D., Canales, A., Jiménez-Barbero, J., Baldridge, K. K., & Bernardi, 
A. (2007). A simple model system for the study of carbohydrate--aromatic interactions.
Journal of the American Chemical Society, 129/10: 2890–900. DOI: 
10.1021/ja066633g
Yoshida, H., Teraoka, M., Nishi, N., Nakakita, S., Nakamura, T., Hirashima, M., & Kamitori, 
S. (2010). X-ray structures of human galectin-9 C-terminal domain in complexes with 
a biantennary oligosaccharide and sialyllactose. The Journal of biological chemistry, 
285/47: 36969–76. DOI: 10.1074/jbc.M110.163402
114
4
Implementación de la
información de la estructura
del solvente en protocolos de
docking
4.1 introducción
Dada  la  importancia  de  la  determinación  de  estructuras  para  cualquier  complejo
proteína-ligando a resolución  atómica  (Fadda & Woods,  2010),  se ha generalizado el
empleo  de las  estrategias  in  silico para  su  predicción  (es  decir, métodos  de  docking
molecular)  (Brooijmans  &  Kuntz  2003;  Englebienne  &  Moitessier  2009;  Friesner  et al.
2004; Leach et al. 2006; Morris et al. 1998; Taylor et al. 2002; Wang et al. 2011; Yuriev
et al. 2009). Sin embargo, estas metodologías muestran un rendimiento muy pobre a la
hora de predecir complejos proteína-carbohidrato  (Agostino et al. 2009; Kerzmann et al.
2008; Mishra et al. 2012). 
Existen dos maneras de mejorar los métodos de docking. La primera es a partir de la
implementación de mejoras en el algoritmo de búsqueda. La otra manera es mejorando la
función de scoring. En el caso de Autodock4, el algoritmo genético Lamarckiano empleado
para explorar la Superficie de Energía Potencial (SEP) es muy eficiente y su rendimiento
solo  decrece  de  manera  significativa  cuando  el  número  de  torsiones  utilizadas  para
describir la flexibilidad del ligando es mayor a 10. Por otro lado, la función de energía es
un buen punto de partida para llevar adelante mejoras sobre el  programa Autodock4,
principalmente debido a que de las 180 estructuras que fueron empleadas para calibrarla,
solo 4 pertenecen a lectinas (ente las cuales se puede mencionar a la proteína de unión a
Arabinosa  y  la  Concanavalina A),  siendo  la  gran  mayoría  enzimas  con  sitios  muy
hidrofóbicos (Goodsell, Morris, & Olson, 1996). 
En  trabajos  previos,  se  ha  demostrado  que  la  inclusión  de  sitios  de  hidratación
obtenidos a partir de simulaciones de DM en solvente explícito (WS) en protocolos de
docking  resulta  en  una  mejora  significativa  a  la  hora  de  predecir  complejos  lectina-
carbohidrato. La estrategia empleada consiste en la modificación de la función de energía
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de AutoDock4, favoreciendo aquellas conformaciones del ligando donde los grupos -OH
del azúcar coinciden con la posición de los WS. Las mejoras no solo se pueden observar
en términos de precisión, medida como la capacidad para predecir la conformación del
ligando en una pose muy cercana a la obtenida por cristalografía de rayos X (CRX), sino
también en su  capacidad para  diferenciar  el  complejo  correcto  entre  las  predicciones
erróneas (Gauto et al., 2013). 
Una de las grandes desventajas del protocolo antes mencionado, es que el mismo
requiere de la realización previa de simulaciones de DM para obtener los sitios, lo que lo
vuelve medianamente complicado para el usuario promedio. Por esta razón, la búsqueda
de estrategias alternativas al uso de simulaciones de DM es importante para conseguir
una llegada más masiva de estas mejoras en la comunidad científica.
En  el  capítulo  anterior,  mostramos  que  los  CWS  son  capaces  de  predecir  las
posiciones de los grupos hidroxilo de hidratos de carbono, y que existe un grupo reducido
de  propiedades  (las  cuales  pueden ser  calculadas  fácilmente  a  partir  de  los  datos
presentes en las estructuras cristalográficas) que permiten determinar si los mismos serán
reemplazados o no por un átomo de oxígeno del ligando. 
Por esta razón, se procedió a determinar si la información obtenida a partir de los sitios
de  hidratación  identificados  a  partir  de  estructuras  cristalográficas  (CWS)  podría  ser
utilizada para mejorar los cálculos de docking para hidratos de carbono, empleando un
esquema similar al utilizado con los WS derivados de la DM. Para ello, se comparó el
desempeño del Método Convencional (o sin modificar) de Docking con Autodock4 (CADM,
del  inglés  Conventional  Autodock4  Docking  Method)  con  un  protocolo  que  emplea  la
información de la estructura del solvente derivada del análisis de los CWS (WSBDM, del
inglés Water Sites Bias Docking Method).
4.2 Hipótesis y Objetivos
4.2.1 Hipótesis
La caracterización de la estructura del solvente en el sitio de unión a carbohidratos de
estructuras provenientes de experimentos de difracción de rayos X se puede emplear
para mejorar protocolos de docking de manera tal de obtener complejos proteína-ligando
cuya precisión y exactitud sean superiores al método convencional. 
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4.2.2 Objetivos
General 
Diseñar  un  protocolo  de  docking  que  incluya  la  información  de  la  estructura  del
solvente  en el  sito  de  unión a  ligandos provenientes  de estructuras  cristalográficas  y
evaluarlo en un conjunto de lectinas. 
Específicos 
• Evaluar la capacidad del método convencional de Autodock4 (CADM) para predecir
complejos lectina-carbohidrato para monosacáridos y oligosacáridos en experimentos de
re-docking  y  compararlos  con  los  resultados  obtenidos  con el  protocolo  modificado
(WSBDM).
• Determinar  si  el  CADM y/o el  WSBDM permiten  reconstruir  el  complejo  lectina
carbohidrato cuando se emplea la estructura de una lectina cristalizada sin el  ligando
como receptor. 
• Evaluar la exactitud y la precisión de cada una de las metodologías empleadas
para la obtención de complejos lectina-carbohidrato. 
4.3 Resultados y Discusión
Los resultados se  organizan de la  siguiente  manera:  En primer  lugar  se  evalúa la
capacidad  del  CADM  y  el  WSBDM  para  reproducir  complejos  lectina-carbohidrato
obtenidos a partir de CRX (re-docking). Luego, se evaluá la capacidad de ambos metidos
cuando la estructura del receptor en su forma apo (cristalizada sin el ligando) se emplea
para el experimento de docking. Por ultimo, se realiza una comparación de la exactitud y
la precisión de CADM frente al WSBDM.
4.3.1 Re-Docking
Con el fin de evaluar las modificaciones sobre la función de energía de Autodock4 se
utilizaron 18 complejos  lectina-carbohidrato diferentes  (derivados del  análisis  anterior),
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que cubren una amplia gama de tipos de proteínas y ligandos. En todos los casos, el
WSBDM se realizó únicamente con los CWS que se reemplazan por átomos de oxígeno
del ligando (mejor escenario posible) y para todos los CWS que se encuentran dentro del
CBS (escenario general). Los experimentos se repitieron por quintuplicado para cada una
de las cadenas disponibles en cada una de las estructuras empleadas para el análisis. En
función a la complejidad de los ligandos, el análisis se divide en monosacáridos (menos
de 10 torsiones) y sacáridos de mayor longitud (entre 11 y 32 torsiones). Los resultados
que se muestran en detalle  corresponden a un experimento representativo para cada
caso. 
4.3.1.1 CADM vs WSBDM: monosacáridos
Los  resultados  para  el  re-docking  de  la  alfa-metil-D-Manosa  sobre  la  proteína
surfactante D humana (hSP-D) se resumen en un gráfico de población vs. de energía en
el panel A de la figura 4.1. Allí se puede ver que con el método convencional se obtuvieron
mas de 10 resultados distintos, siendo el cluster de mejor energía el de mayor población
(representando  cerca  del  30%  de  los  experimentos).  Sin  embargo,  un  análisis  mas
detallado muestra que el valor de RMSD obtenido es muy elevado (3,8 Å), debido a que el
ligando se coloca al revés (panel B de la figura 4.1) y si bien se encuentra relativamente
alejado de resto de los clusters (~1 Kcal/mol de diferencia) no se corresponde con el
mejor  resultado posible  del  experimento  el  cual  se  encuentra  cerca  de  muchos otros
clusters con similares valores de energía/población. 
En  total,  el  CADM  ofrece  12  resultados  distintos,  en  donde  el  mejor  RMSD  que
consigue encontrar es de 2,9 Å y teniendo en cuenta que los resultados se consideran
como “adecuados”  solo  si  el  valor  de  RMSD es  menor  a  2  Å,  esta  metodología  no
consigue ningún resultado correcto.
Por otro lado, ambas versiones del WSBDM (empleando todos los sitios de hidratación
presentes en el CBS o solo aquellos que son reemplazados por oxígenos del ligando)
consiguen obtener un RMSD casi 5 veces menor que el mejor resultado obtenido con
CADM. Además, cabe destacar que el cluster de mejor energía es el de mayor población
y a su vez el de menor RMSD, y que puede verse una separación bien clara entre el
cluster de menor energía y los demás (hecho que es mas evidente cuando se utilizan
todos los sitios de hidratación presentes en el CBS). Como se puede apreciar en el panel
C  de  la  figura  4.1,  el  posicionamiento  del  azúcar  es  correcto  y  la  única  diferencia
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observable es en la orientación del grupo metilo. 
Figura 4.1. Re-docking para un monosacárido. En la parte superior de la figura se muestra un gráfico de
población vs. energía para el método convencional (CADM, representado con círculos blancos) y para las
dos versiones de método modificado (WSBDM, representados como círculos grises o negros, según se trate
del empleo de todos los CWS del CBS o solo aquellos que son reemplazados, respectivamente). En la parte
inferior de la figura se muestra el resultado para el CADM (izquierda) y el WSBDM (derecha). La referencia
(proveniente de la estructura cristalográfica PDBID 3G83), se muestra en color verde y rojo, y el resultado
de docking en cian y rojo. 
4.3.1.2 CADM vs WSBDM: polisacáridos
Los  resultados  para  el  re-docking  del  Metil-3,6-di-O-(alfa-D-Manopiranosil)-alfa-D-
Manopiranosido  (un trimanósido  compuesto  por  una  unidad  de  alfa-D-manosa  dos
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unidades  de  O1-Metil-Manosa)  sobre  la  Concanavalina  A (ConA)  se  resumen  en  un
gráfico de población vs. de energía en el panel A de la figura 4.2. 
Figura 4.2. Re-docking para un trisacárido. En la parte superior de la figura se muestra un gráfico de
población vs. energía para el método convencional (CADM, representado con círculos blancos) y para las
dos versiones de método modificado (WSBDM, representados como círculos grises o negros, según se trate
del empleo de todos los CWS del CBS o solo aquellos que son reemplazados, respectivamente). En la parte
inferior de la figura se muestra el resultado para el CADM (izquierda) y el WSBDM (derecha). La referencia
(proveniente de la estructura cristalográfica PDBID 1ONA), se muestra el color verde y rojo y el resultado de
docking en cian y rojo.
Allí se puede ver que con el método convencional se obtuvieron mas de 40 resultados
distintos, en donde el cluster de mejor energía no coincide con el de mayor población,
poniendo de manifiesto la falta de convergencia de los resultados. Además, el valor de
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RMSD  obtenido  para  el  cluster  de  mejor  energía  es  muy  elevado  (7,6  Å),  debido
principalmente a que la conformación del ligando no es la correcta (las dos Metil-Manosa
que conforman al trisacárido se encuentran muy alejadas y solo la alfa-D-Manosa de la
posición 1 se coloca correctamente -como se evidencia en el panel B de la figura 4.2). 
En  total,  el  CADM  ofrece  42  resultados  distintos,  en  donde  el  mejor  RMSD  que
consigue encontrar es de 5,29 Å y si bien el mismo forma parte del cluster de mayor
población, la energía obtenida es demasiado alta para un trisacárido, lo cual se puede
interpretar fácilmente como un resultado incorrecto sin necesidad de mirar la estructura.
Por otro lado, ambas versiones del WSBDM consiguen obtener un RMSD por debajo
de los 2 Å, siendo a su vez, el cluster de menor energía y de mayor población. Cabe
destacar  que  si  bien  se  obtuvieron  mas  de  30  clusters  para  el  método  WSBDM,  la
separación entre el mejor resultado y el resto es muy marcada, facilitando el proceso de
elección de la conformación correcta en un caso en donde no se cuente con la referencia.
En el panel C de la figura 4.2 se puede ver claramente que el éxito del experimento radica
en que la Metil-Manosa de la posición 3 se coloca correctamente, al igual que la alfa-D-
Manosa de la posición 1, muy probablemente debido al efecto que ejercen los CWS que
se encuentran en esa región.
4.3.2 Docking sobre la forma apo
Como  se  demostró  en  la  sección  anterior,  las  modificaciones  sobre  la  función  de
energía  de  Autodock4  (WSBDM),  permite  obtener  mejores  resultados  que  el  método
convencional  (CADM) cuando se  llevan a  cabo  experimentos  de  re-docking.  Pero  en
muchas situaciones, no es posible contar con una estructura del complejo para utilizar la
conformación del receptor y evaluar la afinidad por un nuevo ligando, siendo el caso mas
frecuente el de contar solamente con la forma apo del receptor. Por otro lado, en el re-
docking  la  referencia  utilizada  para  evaluar  la  exactitud  del  método  proviene  de  la
estructura cristalográfica. Sin embrago, cuando se utiliza la forma apo del receptor para
predecir el complejo, resulta inapropiado utilizar como referencia al ligando presente en el
mismo,  ya  que  pueden  existir  sutiles  variaciones  en  la  posición  de  los  aminoácidos
presentes en el CBS que pueden impedir al ligando alcanzar la conformación que adopta
en la estructura cristalográfica del complejo.
Con el fin de evaluar las diferencias entre el CADM y el WSBDM cuando se utiliza la
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forma apo del receptor para predecir la estructura del complejo con un ligando dado se
utilizaron los ligandos presentes en los 18 complejos utilizados previamente. En todos los
casos, para el WSBDM se emplearon todos los CWS que se encuentran dentro del CBS.
Los  experimentos  se  repitieron  por  quintuplicado  para  cada  una  de  las  cadenas
disponibles en cada una de las estructuras empleadas para el análisis. En función a la
complejidad  de  los  ligandos,  el  análisis  se  divide  en  monosacáridos  (menos  de  10
torsiones) y sacáridos mas grandes (entre 11 y 32 torsiones). 
4.3.2.1 Sistema de referencia: búsqueda local con LGA en el CBS de 
la forma apo
Los  valores  para  la  energía  de  union  (ΔG)  obtenidos  con  el  campo  de  fuerza  de
Autodock4  para  cada  uno  de  los  diferentes  ligandos,  ya  sea  en  la  estructura
correspondiente al complejo lectina-carbohidrato derivado de la estructura cristalográfica
(E-PDB), o para la “optimización” sobre la forma apo del receptor (E-LS) para el CADM y
el WSBDM, se presentan el la tabla 4.1. 
El  análisis de los resultados se dividió en función a la complejidad del  ligando (en
términos del algoritmo de búsqueda), en monosacáridos y sacáridos de mayor longitud.
En el caso de los monosacáridos, los valores de energía que les asigna la función de
puntuación de AutoDock4 con el CADM son bastante razonables para la mayoría de los
ligandos (salvo para el mio-inositol fosfato, ligando del PDBID 1ork el cual muestra una
energía  de  interacción  desfavorable  con  su  receptor),  ya  sea  que  se  trate  de  la
conformación  obtenida  por  difracción  de  rayos  X  o  a  la  que  se  arriba  luego  de  una
minimización en el  CBS de la  forma apo del  receptor. Cuando se  emplea el  método
sesgado, hay una leve mejora en la correlación entre los valores de energía de E-PDB y
E-LS, con un R2  de 0,78 y 0,96 para el CADM y el WSBDM respectivamente. Esta sutil
mejora en la correlación, no se traduce en un incremento significativo de la exactitud, ya
que el valor de la desviación cuadrática media entre la conformación del ligando en el
complejo con respecto a la obtenida luego de la minimización (RMSD-LS) rara vez supera
el valor de 1 Å para ambos métodos y en ninguna circunstancia supera el valor de 2 Å, lo
que estaría indicando que no se produjeron cambios importantes en la posición del mismo
como producto del cambio de receptor. 
Estos  resultados  estarían  indicando  que  para  el  caso  de  lo  monosacáridos,  las
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diferencias entre la conformación de los aminoácidos que constituyen el CBS no serian
significativas entre la estructura del complejo y de la forma apo, permitiendo acomodar al
ligando de forma equivalente en ambas situaciones. En este sentido, esta afirmación le
otorga grandes chances al algoritmo de búsqueda de encontrar la conformación correcta
del ligando utilizando el receptor en su forma apo, ya que si la búsqueda global logra
posicionar al ligando relativamente cerca del lugar que ocupa en el complejo, la búsqueda
local (minimización) tiene grandes chances de acomodar correctamente al mismo.
CADM WSBDM
PDB ID N-mer E-PDB E-LS RMSD-LS E-PDB E-LS RMSD-LS
1J4U 1-mer -2,83 -3,68 0,9 -7,19 -8,65 0,69
1VBO 1-mer -1,91 -3,74 1,59 -6,42 -8,98 1,23
1GIC 1-mer -4,28 -5,24 0,44 -6,91 -9,12 0,39
5CNA 1-mer -3,9 -4,48 0,53 -7,65 -9,46 0,46
1HKD 1-mer -2,98 -2,92 0,63 -4,05 -4,84 0,52
1OFS 1-mer -2,69 -2,59 0,72 -3,78 -4,72 0,97
1RIN 1-mer -2,95 -2,87 0,68 -3,69 -4,81 0,94
1PWB 1-mer -0,93 -2,23 0,64 -4,19 -4,97 0,57
2ORJ 1-mer -1,92 -2,98 0,47 -5,23 -6,02 0,61
2ORK 1-mer 0,3 -1,28 1,55 -3,34 -3,78 1,74
2OS9 1-mer -1,15 -2,18 0,86 -3,72 -5,02 0,59
3G81 1-mer -0,88 -1,61 1,04 -3,98 -5,09 0,63
1QDC 2-mer -2,65 -3,87 2,23 -6,67 -8,03 0,42
1QDO 2-mer -0,38 -4,38 1,15 -5,2 -8,24 1,08
3G83 2-mer 0,92 -0,79 0,91 -3,14 -4,04 0,15
1ONA 3-mer 2,85 -5,14 1,02 -5,28 -10,72 0,54
2GGU 3-mer 2,53 -1,88 1,58 -2,15 -4,1 0,49
1VBP 4-mer 4,57 1,52 4,49 -1,5 -5,29 4,6
Tabla 4.1. Minimización de energía sobre el CBS de la forma apo. Las columnas 1 y 2 hacen referencia
a PDBID y la longitud del ligando respectivamente. Las siglas E-PDB, E-LS y RMSD-LS representan el valor
de ΔG (Kcal/mol) para la estructura del complejo lectina-carbohidrato, el valor de ΔG (Kcal/mol) luego de la
minimización en el CBS de la forma apo y RMSD de la minimización con respecto a la posición del ligando
en el  complejo respectivamente.  La distinción entre CADM y WSBDM hace referencia al  empleo de la
función de puntuación normal o a la modificada con la información de los WS respectivamente. 
Para el caso de los sacáridos de mayor longitud, los valores de energía que les asigna
la función de puntuación de AutoDock4 con el CADM son muy superiores a los esperados
(salvo para el disacárido de manosa, ligando del PDBID 1qdo el cual muestra una energía
de  interacción  bastante  favorable  con  su  receptor)  para  la  conformación  del  ligando
obtenida por difracción de rayos X. Sin embargo, los valores de energía obtenidos luego
de la búsqueda local en el CBS de la forma apo del receptor, en la mayoría de los casos
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alcanzan valores aceptables. Además, si bien solo en dos sistemas se recurrió al cambio
en  la  conformación  del  ligando  para  alcanzar  valores  mas  bajos  en  la  energía  de
interacción, los valores promedio para la desviación cuadrática media casi siempre son
superiores a 1 Å (con un valor  promedio de 1,94 Å)  lo que estaría  indicando que el
problema radica en la “interpretación” que hace la función de puntuación de CBS, ya que
a  las  zonas  que  se  corresponden  con  la  posición  del  ligando  en  la  estructura
cristalográfica parecen estar sobreestimadas energéticamente por el CADM. 
Figura 4.3. Minimización con el campo de fuerza de Autodock4. En la figura se muestra la conformación
del ligando que está presente en el cristal (con los átomos de oxígeno en rojo y los de carbono en verde), y
la que se alcanza después de la minimización sobre la conformación de CBS en el complejo respectivo o
sobre la forma apo en negro y blanco respectivamente. En el panel de la izquierda se muestra la hSP-D
(PDB ID 3G83) y a la derecha la Con A (PDB ID 1ONA).
Cuando se emplea el método sesgado, lo más llamativo es que en todos los casos se
observa  un  valor  favorable  para  la  energía  de  interacción  para  el  complejo  lectina-
carbohidrato obtenido por difracción de rayos X, lo que puede interpretarse como una
mejora en la antes mencionada “interpretación” que hace la función de puntuación de
CBS. Esta idea se ve reforzada por el hecho de que la magnitud del RMSD en la mayoría
de los casos está por debajo de la unidad, y solo en una oportunidad el ligando cambia de
conformación para mejorar el valor de energía de interacción. Además, se observa una
mejora en la correlación entre los valores de energía de E-PDB y E-LS, pasando de un
valor de R2 de 0,29 para el CADM a uno de 0,62 para el WSBDM. A modo de ejemplo de
la ventaja del empleo del WSBDM para encontrar la conformación correcta del ligando
dentro del CBS, en la figura 4.3 se muestran las estructuras derivadas del cristal (verde-
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rojo) y las obtenidas luego de minimizar con el WSBDM. En ambos casos, la estructura
minimizada difiere muy poco del cristal. 
En resumen el análisis de las optimizaciones/minimizaciones realizadas con el CADM y
WSBDM muestran que el  potencial  modificado resulta en mínimos de energía que se
parecen  más  a  las  estructuras  de  los  complejos  lectina-carbohidratos  obtenidos  por
difracción de rayos X, y por ende pueden considerarse más precisos par la predicción de
este tipo de complejos. 
4.3.2.2 Aminoácidos que componen al CBS: forma apo vs complejo 
lectina-carbohidrato.
Con el fin de confirmar que las diferencias entre la disposición de los aminoácidos del
CBS del complejo lectina-carbohidrato con respecto a la forma apo del receptor no son
significativas,  se  obtuvieron  los  valores  de  la  desviación  cuadrática  media  para  los
residuos presentes en el sitio de unión a ligando. En la tabla 4.2 se presentan los valores
de RMSD para dos situaciones diferentes en donde se pueden apreciar las variaciones
que existe en el valor de RMSD para aminoácidos que conforman el CBS en el mismo
complejo lectina-carbohidrato obtenidos i) dentro de un mismo experimento de difracción
de  rayos  X  -mediante  la  comparación  de  diferentes  monómeros  en  cristales
homopolimericos,  y  ii)  como  consecuencia  de  diferentes  condiciones  experimentales
(diferentes cristales). 
Proteína Complejo Apo RMSD
hSP-D 3G81 1PW9 (A) 0,233
hSP-D 3G81 1PW9 (B) 0,228
hSP-D 3G81 1PW9 (C) 0,242
Con A 1ONA 1NLS (A) 0,371
Con A 1ONA 1JBC (A) 0,196
Con A 1ONA 1SCS (A) 0,847
Con A 1ONA 1ENR (A) 0,85
Con A 1ONA 1QNY (A) 1,234
Con A 1ONA 2CTV (A) 0,865
Con A 1ONA 1CON (A) 0,453
Tabla 4.2. Fluctuación del RMSD en el CBS. Los códigos de 4 letras corresponden a los PDB ID de las 
proteínas Concanavalina A (ConA) y la Proteína Surfactante Humana D (hSP-D). Las cadenas empleadas 
para las mediciones figuran entre paréntesis. Los valores de RMSD se presentan en Angstroms. 
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En el caso del cristal homotrimérico de hSP-D, como era de esperarse, las diferencias
entre  las  conformaciones  de  los  aminoácidos del  CBS en  las  diferentes  cadenas del
trímero cristalográfico son mínimas. Lo llamativo es que a su vez, la diferencia de la forma
apo con respecto al complejo es muy sutil, sugiriendo que no hay una reorganización del
CBS luego de la unión del ligando. En el caso de la Con A, para la cual existen por lo
menos 8 estructuras diferentes reportadas, si bien las diferencias son mas marcadas por
tratarse de condiciones de cristalización diferentes, tampoco se observa una desviación
significativa  de  la  conformación  de  los  aminoácidos  del  CBS.  Solo  la  estructura
identificada con el PDBID 1qny presenta una desviación cuadrática media mayor a 1 Å,
muy probablemente debido al empleo de agua pesada durante el experimento. 
A modo de ejemplo visual, en la figura 4.4 se puede apreciar que las sutiles diferencias
que sugiere el valor de RMSD de la forma apo de la hSP-D con respecto al complejo con
alfa-D-Manosa  se  deben  principalmente  a  las  variaciones  en  los  rotámeros  de  las
Argininas del CBS. En el caso de Con A, las diferencias se deben a la presencia de un
rotámero muy distinto para una Leucina y a variaciones más sutiles de las Tirosinas y la
Arginina presente en el CBS. Estos resultados confirman que la reorganizacion del CBS
debido a la unión del ligando es pequeña y que la forma Apo utilizada para los ensayos de
docking es confiable como modelo de la estructura de la proteína en el complejo proteína-
ligando.
Figura 4.4. CRX del complejo vs. minimización con el WSBDM en el CBS de la forma apo. En la figura
de la izquierda se muestra la comparación entre la disposición de los residuos del CBS de la forma apo
(color lila, PDBID 1PW9) y para el complejo entre hSP-D y un monosacárido (en color gris, PDBID 3G81).
En la figura de la derecha se muestra lo mismo para la forma apo de la Con A (en color lila, PDBID 1QNY) y
el complejo con un trisacárido (en color naranja, PDBID 1ONA).
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4.3.2.3 CADM vs WSBDM: monosacáridos
Habiendo analizado la magnitud de los cambios esperados tanto en la conformación
del ligando como en el receptor apo por parte del CADM y WSBDM procederemos ahora
a analizar su  performance en experimentos de docking sobre la misma. Los resultados
para el docking sobre la forma apo de la alfa-metil-D-Manosa para la proteína surfactante
D humana (hSP-D) se resumen en un gráfico de población vs. energía en el panel A de la
figura 4.5.
Figura 4.5. Docking apo para un monosacárido. En la parte superior de la figura se muestra un gráfico de
población vs. energía para el método convencional (CADM, representado con círculos blancos) y para la
versión de método modificado que incluye todas las aguas del CBS (WSBDM), representados como círculos
grises). En la parte inferior de la figura se muestra el resultado para el CADM (izquierda) y el WSBDM
(derecha). La referencia (proveniente del ligando de la estructura PDBID 3G83 minimizado sobre el CBS de
la estructura PDBID 1PWB), se muestra el color negro y rojo y el resultado de docking en cian y rojo.
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Allí se puede ver que, al igual que el caso del re-docking, con el método convencional
se obtuvieron 10 resultados distintos, con la diferencia que esta vez el cluster de mejor
energía no se corresponde con el de mayor población. El análisis detallado muestra que
el valor de RMSD obtenido es muy elevado (3,9 Å) y casi idéntico al obtenido en el re-
docking, debido a que el ligando nuevamente se coloca al revés (panel B de la figura 4.5).
El mejor resultado que consigue encontrar es de 2,9 Å. Esto corrobora la existencia de un
error sistemático en la metodología, la cual no consigue ningún resultado correcto para
este sistema.
Teniendo en cuenta los resultados del re-docking, en donde la mejora en la capacidad
de predicción del WSBDM es independiente de que se empleen todas las aguas del CBS
o solo  aquellas  que  son  reemplazadas,  los  experimentos  con  el  método  sesgado  se
realizaron teniendo en cuenta el  peor  escenario posible,  es decir, sin hacer  distinción
entre los CWS del CBS. El WSBDM mostró un resultado muy similar al del re-docking,
arrojando un número relativamente bajo de clusters y un valor de RMSD casi 5 veces
menor que el mejor resultado obtenido con CADM. Ademas, el cluster de mejor energía se
corresponde con el de mayor población y a su vez el de menor RMSD y que puede verse
una separación bien clara entre el cluster de menor energía y los demás. Como se puede
apreciar en el panel C de la figura 4.5, al igual que en el re-docking, el posicionamiento
del azúcar es correcto y la única diferencia observable es en la orientación del grupo
metilo. 
4.3.2.4 CADM vs WSBDM: polisacáridos
Los  resultados  para  el  docking  sobre  la  forma  apo  del  Metil-3,6-di-O-(alfa-D-
Manopiranosil)-alfa-D-Manopiranosido  sobre  la  ConA  se  resumen  en  un  gráfico  de
población vs. energía en el panel A de la figura 4.6. Allí se puede ver que con el método
convencional  se  obtuvieron  nuevamente  más de 40  resultados distintos,  en  donde  el
cluster de mejor energía no coincide con el de mayor población, remarcando nuevamente
la falta de convergencia de los resultados obtenidos con CADM. 
El valor de RMSD obtenido para el cluster de mejor energíacon el CADM, si bien no es
muy  elevado  (2,41  Å)  gracias  a  que  logra  posicionar  correctamente  a  las  dos  Metil-
Manosa que conforman al trisacárido, no consigue describir correctamente la interacción
de la alfa-D-Manosa (panel B de la figura 4.5),  clave para el reconocimiento del ligando
por parte de Con A. 
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Por otro lado, el WSBDM consigue obtener un RMSD muy cercano al ideal (2,19 Å),
siendo a su vez, el cluster de menor energía y de mayor población. Nuevamente se puede
ver que a pesar de que se obtuvieron mas de 30 clusters para el método WSBDM, la
separación entre el mejor resultado y el resto es muy marcada, facilitando el proceso de
elección de la conformación correcta en un caso en donde no se pueda contar con la
referencia. 
Figura 4.6. Docking apo para un trisacárido. En la parte superior de la figura se muestra un gráfico de
población vs. energía para el método convencional (CADM, representado con círculos blancos) y para la
versión de método modificado que incluye todas las aguas del CBS (WSBDM), representados como círculos
grises). En la parte inferior de la figura se muestra el resultado para el CADM (izquierda) y el WSBDM
(derecha). La referencia (proveniente del ligando de la estructura PDBID 1ONA minimizado sobre el CBS de
la estructura PDBID 1NLS), se muestra en color negro y rojo, y el resultado de docking en cian y rojo. 
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En el panel C de la figura 4.6 se puede ver claramente que el éxito del experimento
radica en que la alfa-D-Manosa de la posición 1 se coloca correctamente, a pesar que las
dos metil-Manosa de las posiciones 2 y 3 no la alcanzan. 
4.3.3 Análisis global de los resultados de docking
Con el objetivo de realizar un análisis global de los resultados de docking, se procedió
a la evaluación de la exactitud (cuán cerca del valor real se encuentra el valor medido) y
de  la  precisión  (cuan  dispersos  son  los  valores  obtenidos  a  partir  de  diferentes
mediciones)  de  WSBDM  con  respecto  al  CADM,  para  el  conjunto  de  complejos
analizados. 
Para evaluar la exactitud del método empleado, se calculó el RMSD del complejo mejor
posicionado en el ranking (el de menor energía) con respecto a la referencia (estructura
cristalográfica o minimización según se trate de re-docking o docking sobre la forma apo
respectivamente).  Para evaluar  la  precisión del  método empleado,  se compararon los
valores de energía de unión y población del complejo predicho con menor RMSD con
respecto al mejor complejo del ranking.
4.3.3.1 Evaluación de la exactitud del método: RMSD
Los resultados de la figura 4.7 muestran algunas tendencias interesantes y se destaca
la mejora en los resultados de docking cuando se emplea el WSBDM. 
En el caso del re-docking, en aquellos complejos donde el CADM (columnas celestes)
falla  en predecir correctamente la  posición del  ligando,  es decir, los casos en que el
primero  del  ranking  muestra  un  alto  valor  de  RMSD  (>3  Å),  el  WSBDM  (columnas
naranjas)  mejora  considerablemente  la  predicción,  ofreciendo  una  estructura  correcta
(RMSD <2 Å) en la mayoría de los casos y reduciendo siempre el  valor absoluto del
RMSD con respecto al método sin sesgo. Por otro lado, en aquellos casos en los cuales el
CADM muestra  valores aceptables (RMSD ~3 Å)  o buenos resultados (RMSD <2 Å),
ambos métodos muestran un rendimiento similar, con algunos casos en los cuales el valor
de RMSD obtenido es menor con el método sesgado. 
En  los  experimentos  que  se  realizaron  mediante  el  empleo  de  la  forma  apo  del
receptor, se observa la misma tendencia que para el re-docking y, si bien en la mayoría de
los casos los resultados son similares, aparecen algunos casos como el de 1J4U o 1RIN
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en donde el WSBDM no consigue un resultado correcto (RMSD superior a 2 Å) o aquellos
como 2ORK o 1QDC en donde el método sesgado brinda resultados con un valor de
RMSD mayor que el método convencional. 
Figura 4.7. Desviación cuadrática media (RMSD) para los átomos pesados del ligando con respecto a
la referencia. Los valores de RMSD con respecto a la correspondiente referencia se presentan para el re-
docking (RDK) y para el docking sobre la forma apo (DKA) con el método convencional de AutoDock4
(CADM) y con el método modificado con la información de la estructura del solvente (WSBDM). 
Otra observación interesante derivada de la la figura 4.7 se relaciona con el tamaño del
ligando. En la figura se observa claramente como para los monosacáridos (desde 5CNA
hasta  1OFS),  el  CADM  no  consigue  ubicar  en  la  primera  posición  del  ranking  la
conformación correcta del ligando en el 20% de los casos para el re-docking y en el 10%
de los casos para el  docking sobre la forma apo. Sin embargo, cuando se emplea el
WSBDM los porcentajes son cercanos al 70% para el re-docking y al 40% para el docking
sobre la forma apo. 
En el caso de sacáridos de mayor longitud, los resultados son muy similares para el
CADM y el WSBDM, lo cual muy probablemente este relacionado con la capacidad del
algoritmo para explorar la superficie de energía potencial  para aquellos ligandos cuyo
número de torsiones (o grados de libertad) es superior a 12. 
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4.3.3.2 Evaluación de la precisión de los métodos: DDG vs DP
Con el fin de evaluar la precisión de los métodos, se calcularon las diferencias en la
energía libre de unión predichas (ΔΔG) y en la tamaño del cluster (ΔP) para los mejores
complejos (con el  RMSD más bajo)  con respecto  al  resto  de los resultados de cada
experimento de docking. 
La magnitud del ΔΔG ofrece una idea de cuan alejado se encuentra el cluster de sus
vecinos, indicando con el signo si  el  cluster logró posicionarse o no (signo negativo o
positivo respectivamente) en la mejor ubicación del ranking. De esta manera, un valor
negativo ΔΔG implica que el mejor complejo obtenido (con el RMSD más bajo) tiene la
mejor energía de unión que cualquier otro complejo predicho, y la magnitud de ΔΔG mide
la diferencia de energía entre la predicción obtenida y la siguiente mejor predicción del
ranking, mientras que un ΔΔG positivo significa que el mejor complejo no se encuentra en
la primera posición del ranking y que existen falsos positivos por encima de el. 
Figura 4.8. Evaluación global de la precisión de los métodos. Los valores de ΔΔG (en Kcal/mol) y de ΔP
se  presentan  para  el  re-docking  (RDK)  y  para  el  docking  sobre  la  forma  apo  (DKA)  con  el  método
convencional de AutoDock4 (CADM) y con el método modificado con la información de la estructura del
solvente (WSBDM). 
Un razonamiento similar se aplica para ΔP, pero en este caso, la interpretación del
signo es a la inversa. Mientras mayor sea el valor de ΔP, mas convergido está el cluster,
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alcanzando un valor máximo de 100 para aquellos experimentos en donde se obtiene una
única conformación para el ligando.
Los  resultados  del  análisis  se  muestran  resumidos  en  la  figura  4.8,  en  donde  se
presentan los mejores complejos obtenidos para cada ligando para los experimentos de
re-docking y docking sobre la forma apo con y sin el método sesgado. 
El gráfico deja ver que existe una clara preferencia por parte de los resultados del
WSBDM a ubicarse en la esquina superior izquierda, lo que se corresponde con los casos
en los que el mejor complejo obtenido se ubica en la primera posición del ranking, y a su
vez el tamaño del cluster (población) es mayor que el que presenta el cluster inmediato.
 Por otro lado, la mayoría de los resultados obtenidos con el CADM están más cerca
del  centro,  o  incluso  en  el  cuadrante  inferior  derecho.  Esto  estaría  indicando  que  el
método sesgado tiene una mayor capacidad para discriminar entre el complejo correcto y
los falsos positivos. A su vez, esta capacidad de discriminar entre un resultado y otro,
sería independiente del empleo del receptor con los residuos de CBS en la conformación
correcta (re-docking) o de aquellas conformaciones en las cuales los aminoácidos del sitio
de unión presentan cambios sutiles (docking sobre la forma apo).
Otro concepto que se desprende del análisis de la figura 4.8 es el de la “garantía” de la
convergencia  (dentro  de  las  posibilidades  del  algoritmo  de  búsqueda)  para  los
experimentos de docking cuando se emplea el  WSBDM. Para el  caso del  re-docking,
nótese que en las únicas situaciones en donde el método sesgado no consigue un nivel
de precisión (como así también de exactitud, como se muestra la figura 4.7) aceptable son
para un disacárido (PDB ID 3G83) y para un tetrasacárido (PDB ID 1VBP). Si se tiene en
cuenta que ambos ligandos superan el máximo de torsiones sugeridas para el algoritmo,
los valores obtenidos para el ΔΔG y el ΔP son esperables. 
En el caso del docking sobre la forma apo, los resultados con el método sesgado son
muy similares para el disacárido y el tetrasacárido antes mencionado. Pero aparecen dos
situaciones en donde un monosacárido alcanza un alto grado de exactitud (que como lo
muestra la figura 4.9 toma valores de RMSD de 0,39 y 0,46 correspondientes a los PDB
ID 1GIC y 1HKD respectivamente) no alcanza los niveles de precisión esperados. 
En la primera situación (1GIC), si bien el cluster con mejor energía es el de menor
RMSD, no consigue ser el de mayor población (ΔP negativo). En el caso de 1HKD, no
solamente el cluster de menor RMSD no es el de mejor energía, sino que tampoco es el
de mayor población (ΔP negativo y ΔΔG positivo). 
Una forma alternativa de analizar los resultados de manera global, consiste en contar
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que porcentaje de los resultados “caen” en cada cuadrante como se muestra en la tabla
4.3. En la misma se ve claramente como el WSBDM aumenta de manera significativa el
número de predicciones correctas (cuadrante -/+) tanto para el re-docking (de un 21 a un
60%) como para el docking sobre la forma apo (de un 25 a un 43%). 
Cuadrante CADM (RDK) WSBDM (RDK) CADM (DKA) WSBDM (DKA)
ΔΔG(-)/ΔP(+) 21 60 25 43
ΔΔG(-)/ΔP(-) 7 5 2 6
ΔΔG(+)/ΔP(-) 59 33 68 48
ΔΔG(+)/ΔP(+) 12 2 5 3
Tabla 4.3. Análisis para cada uno de los cuadrantes obtenidos en un gráfico de  ΔΔG vs. ΔP. Los
porcentajes de cada cuadrante para el re-docking (RDK) y para el docking sobre la forma apo (DKA) para el
método convencional de AutoDock4 (CADM) y para el método sesgado (WSBDM).
 
 Pero, teniendo en cuenta que la complejidad del ligando (numero de torsiones) es
determinante para el éxito del experimento de docking, es necesario hacer una distinción
entre aquellas situaciones que son “manejables” para el algoritmo y aquellas en las que
no. Es por ello que en la tabla 4.4 se presentan los valores separados en monosacáridos
(1-mer) y sacáridos mas grandes (>1-mer). De esta manera se observa claramente que la
mejora más significativa se da en los 1-mer, lo cual es esperable debido a que están
dentro de la complejidad manejable para el algoritmo de búsqueda. 
Sin  embargo,  es  importante  notar  que para  ligandos grandes  el  número  de  falsos
positivos (+/-) aun es significativo con el método sesgado (56-71% de los casos).
N-mer Cuadrante CADM (RDK) WSBDM (RDK) CADM (DKA) WSBDM (DKA)
1-mer
ΔΔG(-)/ΔP(+) 34 83 43 66
ΔΔG(-)/ΔP(-) 3 7 1 9
ΔΔG(+)/ΔP(-) 42 10 56 25
ΔΔG(+)/ΔP(+) 21 0 0 0
> 1-mer
ΔΔG(-)/ΔP(+) 8 36 7 21
ΔΔG(-)/ΔP(-) 12 4 3 3
ΔΔG(+)/ΔP(-) 77 56 80 71
ΔΔG(+)/ΔP(+) 4 4 10 5
Tabla 4.4: Análisis para cada uno de los cuadrantes obtenidos en un gráfico de  ΔΔG vs ΔP. Los
porcentajes de cada cuadrante para el re-docking (RDK) y para el docking sobre la forma apo (DKA) para el
método convencional de AutoDock4 (CADM) y para el método sesgado (WSBDM). La tabla muestra los
resultados separados según el tamaño del ligando.
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4.4 Conclusiones del capítulo
Los resultados presentados en este capítulo muestran que es posible lograr una mejora
significativa  en  la  capacidad  de  predecir  las  estructuras  de  los  complejos  lectina-
carbohidrato  utilizando  la  información  derivada  de  los  CWS descriptos  en  el  capítulo
anterior.  El  método  desarrollado,  denominado  WSBDM,  inspirado  en  trabajos  previos
realizados a partir  de los WS derivados de la DM, muestra que es posible lograr una
mejora tanto en la exactitud (medida como la capacidad de reproducir la conformación del
ligando en la estructura cristalográfica del complejo), como en la precisión (medida como
la  capacidad  de  diferenciar  falsos  positivos  de  aquellos  resultados  correctos).  En
particular, el WSBDM es capaz de predecir correctamente la posición del ligando en casi
el 60% de los complejos analizados (43% si se parte de la estructura apo), mientras que
el método convencional solo acierta en un 21%. En otras palabras, el WSBDM es más
exacto y más preciso que el CADM.
El análisis detallado de los resultados también muestra algunos puntos interesantes
como que hay sólo una ligera mejora en la predicción de estructura al seleccionar sólo
aquellos CWS que se reemplazan (como se puede ver en la figura 4.1 y 4.2). Esto es muy
importante,  ya  que  permite  utilizar  el  método  de  manera  fácil  sin  requerir  una
caracterización detalladas de los CWS. 
Por otro lado, tanto para el CADM como para el WSBDM, los resultados demuestran
que  mientras que el algoritmo de búsqueda conformacional del Autodock4 es capaz de
encontrar posturas correctas, el problema principal radica en la función de puntuación, la
cual no solo es inadecuada para seleccionar la estructura correcta del complejo, sino que
además el mínimo del campo de fuerzas del CADM esta corrido respecto del observado
en las  estructuras cristalográficas.  Es por  eso que la  modificación del  puntaje  de las
conformaciones utilizando el WSBDM corrige ambos puntos. 
4.5 Metodología especifica del capítulo
4.5.1 Desarrollo de Software específico
Para generar los archivos necesarios para los experimentos de docking se desarrolló
un programa específico en lenguaje tcl (versión 8.5) denominado VSM (Virtual Screening
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Maker). El programa VSM es capaz de parsear (analizar detalladamente el contenido) la
información  estructural  presente  en  archivos  en  formato  PDB  de  complejos  lectina-
carbohidrato,  separando  el  ligando  del  receptor  y  convirtiendo  a  ambos  al  formato
adecuado (pdbqt). Ademas, el programa puede crear las diferentes grillas que se utilizan
en el  experimento de docking y de modificarlas si  es necesario (como en el  caso de
WSBDM).
Para  analizar  los  resultados  de  docking  se  desarrolló  un  programa  específico  en
lenguaje python (versión 2.7) denominado VSA (Virtual Screening Analyzer). El programa
es capaz de parsear las salidas del  programa Autodock4, organizar la información en
tablas y graficar los resultados.
4.5.2 Método de Docking Convencional de Autodock4 (CADM) 
Para los cálculos de docking, se empleó la versión 4.2.6 del programa AutoDock. La
posición para el centro de la grilla se obtuvo a partir del cálculo del centro de masa de
todas las aguas presentes en el CBS, a fin de evitar el sesgo que puede producirse al
ubicar la misma en el centro de masa del ligando. Se calcularon los mapas de energía
para cada tipo de átomo de ligando. La forma cúbica de la grilla de 20 Å de lado abarcó
en todos los casos la totalidad de los aminoácidos presentes en CBS y la resolución de la
misma  fue  de  0,375  Å.  Para  cada  complejo,  se  realizaron  100  corridas  de  docking
diferentes  y  los  resultados  se  agruparon  utilizando  un  valor  de  RMSD  de  2  Å.  Los
parámetros para la  búsqueda global  con el  algoritmo genético Lamarckiano (LGA)  se
establecieron en función a la complejidad del ligando. Para el caso de los monosacáridos
(numero de torsiones < 10) se utilizaron los parámetros por defecto (150 para el tamaño
inicial de la población, 2,5×106 como el número máximo de evaluaciones de energía y
2,7×104 como el número máximo de generaciones). Para el caso de sacáridos de longitud
mayor (numero de torsiones ≥ 10), el tamaño de la población inicial fue de 350, el número
de evaluaciones de energía fue de 10×106 y el número máximo de generaciones fue de
2,7×104). Los parámetros para la búsqueda local del LGA mantuvieron sus valores por
defecto para el caso de los monosacáridos y para el caso de sacáridos mas grandes se
aumento la frecuencia de la búsqueda local a 0,16. Las coordenadas del ligando como así
también su conformación fueron sustituidas con el programa  VSM antes de comenzar
cada experimento de docking, con el fin de evitar sesgar el algoritmo de búsqueda con la
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conformación del ligando presente en la estructura cristalográfica. 
4.5.3 Método de Docking Sesgado (WSBDM)
Los mapas generados para el CADM para los átomos de oxígeno del ligando (OA.map)
fueron modificados con el programa VSM, a partir de los valores de WP y R90  obtenidos
para cada uno (trátese de todos o solo aquellos que son reemplazados por oxígenos del
ligando) de los sitios de hidratación (CWS) presentes en el CBS.
4.5.4 Evaluaciones de energía y minimización de ligandos en el CBS
Las evaluaciones de energía  para  las  estructuras  cristalográficas  de los  complejos
lectina-carbohidrato se realizaron con la función epdb y las minimizaciones con la función
do_local_only del programa AutoDock4. En el caso de las minimizaciones sobre la forma
apo del receptor, se emplearon las coordenadas del ligando provenientes del respectivo
complejo lectina-carbohidrato previamente alineado teniendo en cuenta todos los residuos
de  CBS,  y  se  realizaron  100  corridas  independientes  utilizando  los  parámetros  por
defecto.
4.5.5 Calculo de RMSD y determinación de exactitud/precisión
En todos los casos, el RMSD se calculó teniendo en cuenta solo los átomos pesados
del ligando. La evaluación de la exactitud se realizó a partir del cómputo del RMSD para
cada uno de los representantes (centroides) de los clusters obtenidos con respecto a una
referencia, que en el caso del re-docking fue la conformación del ligando en la estructura
del  complejo correspondiente  y  en  el  caso  de  docking  sobre  la  forma  apo  fue  la
conformación de menor energía luego de la minimización. La evaluación de la precisión
se realizó mediante la estimación de la diferencia de energía (ΔΔG) y la diferencia en
población (ΔP) entre la conformación del ligando de menor RMSD y el mejor posicionado
en el ranking. Cuando el de mejor RMSD fue el primero del ranking, los valores de ΔΔG y
ΔP se obtuvieron a partir de la diferencia entre los valores de energía y población con el
segundo del ranking. Por el contrario, cuando la conformación del ligando más parecida a
la  referencia  se encontraba en un lugar  distinto del  ranking,  la  diferencia  siempre se
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calculó con respecto a la conformación del ligando de menor energía. 
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5
Identificación de
compuestos glicomiméticos
de Ácido Hialurónico
5.1 Introducción
CD44 es una proteína transmembrana que se expresa en numerosos tipos celulares y
esta íntimamente relacionada con procesos tumorales  (Favreau et al.  2013). Desde un
punto de vista funcional es una hialuroaderina o proteína de unión a Ácido Hialurónico
(HABP) (Varki et al. 2009). El sitio de unión para Ácido Hialurónico (HABS, equivalente al
CBS en lectinas) se encuentra en el dominio extracelular, el cual es constante en todas
las isoformas de CD44. 
Las  estructuras  cristalográficas  reportadas  en  el  Protein  Data  Bank (PDB)
corresponden  casi  exclusivamente  al  dominio  extracelular.  Entre  ellas  se  pueden
mencionar a las obtenidas para CD44 de ratón (CD44m) en su forma apo (PDB ID 2JCP),
en  complejo  con  un  heptasacárido  de  Ácido  Hialurónico  (AH)  en  una  conformación
denominada A (PDB ID 2JCQ) y otra denominada B (PDB ID 2JCR) (Banerji et al. 2007), y
en complejo con distintos inhibidores pequeños (PDB IDs 4MRF, 4MRG, 4NP2 y 4NP3)
(Liu  & Finzel  2014).  La estructura de CD44 de humanos (CD44h)  solo  ha podido ser
determinada en su forma apo (PDB ID 1UUH), luego de numerosos intentos fallidos por
obtener el cristal junto con su ligando el AH (Teriete et al. 2004).
Las llamadas conformación A (PDB IDs 2JCP y 2JCQ) y conformación B (PDB ID
2JCR) difieren en la forma que adopta el loop formado por los residuos 43 a 47 (como se
muestra en detalle en la figura 1.4). En la forma A, la Arg 45 se encuentra libre y expuesta
al  solvente,  con  lo  cual  explora  una  gran  cantidad  de  conformaciones  y  rotámeros
posibles y presenta gran movilidad.  En cambio, cuando el  loop adopta la forma B, la
movilidad  de  la  Arg  45 se  restringe  considerablemente,  de  tal  manera que puede
interaccionar  con  el  AH,  otorgando  una  estabilidad  adicional  y  en  consecuencia
aumentando la afinidad del receptor por el ligando. 
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Por otra parte, el rol de la Arg 45 en la unión al ligando es controversial. Mientras que
estudios  experimentales  muestran  que  la  energía  de  unión  se  ve  afectada
significativamente al  mutar  la  Arg45,  la  existencia de una estructura cristalográfica en
conformación A con el ligando presente (PDB ID 2JCQ), pone en jaque la hipótesis de que
la Arg 45 sea indispensable para la unión del mismo. 
Ademas, un análisis detallado de los ángulos diedros Phi y Psi del backbone de todos
los residuos que forman el  loop (43-47) demostró que  el ángulo Phi de la Tyr 46 es el
principal responsable del cambio conformacional y la transición A-B (Jamison et al. 2011).
Por  este  motivo,  ha  sido  utilizado  como  "coordenada  de  reacción"  en  distintas
simulaciones  para  inducir  el  mismo  y  estimar  la  energía  libre  asociada  al  proceso
(Plazinski & Knys-Dzieciuch 2012).
Una de las propiedades mas interesantes de los oAH es su capacidad para inducir
muerte celular. En un modelo de linfoma T murino, Alaniz y colaboradores demostraron
que los oAH son capaces de modular el crecimiento como así también la supervivencia de
las  células,  a  partir  de  la  inducción  de  apoptosis  a  través  de  la  supresión  de  la  vía
PI3K/Akt  de  manera  independiente  a  la  activación  del  factor  de  transcripción  NF-kB
(Alaniz et al. 2006). 
Por  otro  lado,  la  propiedad  mas  destacada  de  los  oAH  es  su  capacidad  para
sensibilizar lineas celulares resistentes a multidroga al tratamiento con quimioterápicos.
La  resistencia  a  multidroga  (MDR)  es  una  de  las  principales  causas  de  la  terapia
antitumoral. Dicha resistencia, suele estar mediada por la sobreexpresión de bombas de
eflujo dependientes de ATP (como el caso de la glicoproteina-P, comúnmente conocida
como Pgp) o por alteraciones en las vías que promueven la supervivencia y/o apoptosis. 
En  un  modelo  de  linfoma  T  murino  resistente  a  multidroga,  Cordo  Russo  y
colaboradores  demostraron  que  el  tratamiento  con  oAH induce  niveles  superiores  de
apoptosis en la lineas MDR (las cuales sobreexpresan Pgp) con respecto a las lineas
sensibles a quimioterápicos  (Cordo Russo et al. 2008). Ademas, el empleo conjunto de
oAH con Vincristina (un quimioterápico de uso frecuente en el tratamiento de la Leucemia
aguda) fue capaz de inducir  niveles superiores de apoptosis frente al  tratamiento con
Vincristina. Estos efectos se deben por un lado a la regulación negativa de la vía PI3K/Akt
como así también a la disminución del eflujo de droga mediado por Pgp, ambos procesos
mediados por CD44. 
Si bien los resultados enunciados previamente son muy alentadores, la actividad de
CD44 se encuentra estrictamente regulada en las células del sistema inmune (ya que
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participa en el anclaje de los linfocitos a las células endoteliales durante la migración al
sitio de inflamación) y por lo general se requiere de la activación del receptor para que
este adquiera la capacidad de interaccionar con el AH (Ponta et al. 1998). 
El  cáncer  de  mama  a  nivel  mundial  es  el  cáncer  más  frecuente  en  mujeres  con
aproximadamente 1,5 millones de casos nuevos diagnosticados por año. Constituye el 25
por ciento de todos los cánceres en mujeres y es el responsable de ocasionar 522.000
muertes anuales (Ferlay et al. 2014). Las patologías mamarias se desarrollan a partir de
tumores  sólidos  en  donde  las  proteínas  de  interacción  con  matiz  extracelular  (MEC)
juegan un rol muy importante. Estas proteínas no solo participan activamente en el anclaje
a la MEC, sino también no solo en procesos metastasicos. 
Mediante el empleo de modelos in vivo capaces de reproducir la patología mamaria se
ha demostrado que el tratamiento con oAH es capaz de reducir el tamaño celular y que
este  efecto  es  mediado por  CD44  (Ghatak  et al.  2002).  Por  otro  lado,  a  partir  de  la
utilización  de  modelos  in  vitro  para  el  estudio  de  las  patologías  mamarias,  se  ha
demostrado de los oAH son capaces de inducir, revertir la independencia de anclaje y
regular la resistencia a multidroga, estando todos estos procesos mediados por CD44
(Ghatak et al. 2002; Misra et al. 2003, 2005). 
Las  características  mencionadas  previamente,  refuerzan  la  idea  de  que  los  oAH
podrían ser empleados como adyuvantes de las drogas convencionales que se emplean
para la quimioterapia. Pero el inconveniente mas grande con el que se topa esta idea es
que el AH es un componente propio del organismo y su metabolismo esta estrictamente
regulado. 
Suministrar  oAH por  las vías convencionales de administración de quimioterápicos,
implicaría el  uso de grandes cantidades de este compuesto y teniendo en cuenta su
elevado  costo,  una  terapia  basada  en  estos  principios  excluiría  a  la  mayoría  de  los
pacientes. Sin embargo el AH, al ser un polímero lineal no ramificado, es en esencia un
polisacárido de glucosa con enlaces alternados y desde este punto de vista simplificado
es mas alentadora la búsqueda de compuestos cuyas propiedades sean equivalentes a
los oAH pero con un costo de producción menor. 
Teniendo en cuenta la relevancia de la inhibición de CD44 para combatir  procesos
tumorales y que si bien los oAH son capaces de llevar adelante esta función, presentan
los inconvenientes mencionados previamente, la búsqueda de compuestos con actividad
glicomimética de Ácido Hialurónico surge como una esperanzadora linea de trabajo que
puede proveer alternativas terapéuticas para el tratamiento de patologías tumorales.
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Por esta razón, se procedió a la búsqueda e identificación de glicomiméticos de AH
mediante el empleo de metodologías  in silico, con el fin de evaluar la capacidad de los
mismos de inhibir la proliferación y de actuar de forma sinérgica cuando se administran de
forma conjunta con Doxorrubicina en modelos in vitro de patologías mamarias. 
5.2 Hipótesis y Objetivos
5.2.1 Hipótesis
Aquellos compuestos que presenten características estructurales equivalentes a la de
los oligosacáridos de Ácido Hialurónico y que a su vez sean capaces de interaccionar de
forma  similar  con  CD44  in  silico  tendrán  mayor  probabilidad  de  actuar  como
glicomiméticos.
5.2.2 Objetivos
General
Identificar compuestos de origen natural  capaces de emular las propiedades de los
oligosacáridos de Ácido Hialurónico para su empleo como adyuvantes de la Doxorubicina
en protocolos de evaluación de quimioterápicos sobre modelos de patologías tumorales.
Específicos 
• Identificar las principales características de la interacción de CD44-oAH utilizando
técnicas de simulación computacional.
• Caracterizar la estructura del solvente en el sitio de reconocimiento para AH de
CD44 con el fin de emplear la información en un protocolo de docking sesgado.
• Identificar y caracterizar in-silico uno (o más) compuestos capaces de bloquear el
sitio de unión a Ácido Hialurónico en CD44.
• Evaluar in-vitro la capacidad glicomimética de Ácido Hialurónico de los compuestos
identificados in-silico. 
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5.3 Resultados y Discusión
Los resultados se organizan de la siguiente manera: En primer lugar, se describen y
analizan  las  propiedades  de  la  interacción  entre  CD44  y  un  tetrasacárido  de  Ácido
Hialurónico (oAH4) y se evalúan la factibilidad para la reconstrucción del complejo CD44-
oAH4  con las metodologías de docking disponibles. En segundo lugar se procede a la
identificación  in  silico  de  compuestos de origen natural  con posibilidades para  actuar
como glicomiméticos de AH y se evaluá su capacidad para interaccionar con CD44. Por
ultimo se procede a obtención de oligosacáridos de los compuestos seleccionados  in
silico y la evaluación de su capacidad glicomimética de AH in vitro. 
5.3.1  Caracterización  del  complejo  en  CD44 y un oligosacárido de
Ácido Hialurónico (CD44-oAH4) por métodos computacionales
Los  métodos  computacionales  constituyen  una  herramienta  indispensable  para  el
desarrollo de nuevos fármacos. Pero en general,  los programas que se emplean para
llevar adelante el proceso de descubrimiento de nuevas moléculas varían en el grado de
precisión  y  es  por  ello  que  siempre  es  conveniente  (en  la medida  de  lo  posible),
contrastarlos con algún tipo de resultado experimental.
Con el fin de determinar el tipo y la magnitud de las interacciones entre CD44 y un
tetrasacárido de Ácido Hialurónico,  en primer  lugar  se realizaron simulaciones de DM
seguidas de estimaciones de energía libre de unión. Luego se procedió al calculo de la
estructura del  solvente en el  HBS de la  forma apo de CD44 mediante el  empleo de
simulaciones de DM y a partir de estructuras obtenidas mediante difracción de rayos X. La
información obtenida del análisis anterior, se empleo en el proceso de reconstrucción del
complejo CD44-oAH4.
5.3.1.1 Simulación de DM para el complejo CD44-oAH4
Para analizar las características de la interacción de la proteína con su ligando natural,
se realizaron en simulaciones de Dinámica Molecular (100 ns) del complejo entre CD44 y
un tetrasacárido de Ácido Hialurónico (CD44-oAH4). Utilizando como punto de partida las
estructuras de ratón en ambas conformaciones A y B (2JCQ y 2JCR respectivamente) fue
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posible reproducir  los resultados previamente reportados para las fluctuaciones de los
residuos  que  componen  al  CBS de  CD44 y  la  estabilidad  de  la  proteína  en  general
(Plazinski & Knys-Dzieciuch 2012). En cuanto a los sacáridos que componen al ligando, si
bien en lineas generales los resultados obtenidos se correspondieron con los previamente
reportados, en el caso de la simulación de DM en la cual se partió de la conformación B
del  receptor, se observo un cambio significativo en la conformación del  mismo en un
periodo que va desde el ns 60 al 65. En el panel izquierdo de la figura 5.1 se muestra los
valores para la desviación cuadrática media (RMSD) para el oAH4 en el sitio de unión a
carbohidratos (CBS) de CD44. 
Figura 5.1. Fluctuaciones del ligando en el HABS de CD44. Se presentan los valores para la desviación
cuadrática media (RMSD) de un tetrasacárido de Ácido Hialurónico en Angstroms para 100 ns de simulación
(izquierda). En el panel de la derecha, se puede ver al receptor CD44 con una representación de superficie
color gris y al oAH4 con los sacáridos 1 (extremo reductor) al 4 coloreados en azul, naranja, verde y rojo
respectivamente. 
En el panel derecho de la figura 5.1 se muestra un “ensemble de conformaciones” para
el ligando, en donde se puede apreciar la fluctuación para cada uno de los monosacáridos
que lo componen. Claramente, los sacáridos 1 (en azul) y 2 (en naranja) son los que
presentan mayor movilidad, lo cual se corresponde con la información (valores promedios
de B-factor para los sacáridos) presente en la estructura de partida (PDBID 2JCR). Si bien
es  evidente  que  el  monosacárido  1  es  el  que  mas  fluctuá  en  cuanto  a  su  posición
promedio, es el GlcA presente en la posición 2, es el que promueve la distorsión que se
observa. En la siguiente sección, se analizan en detalle las causas de este fenómeno. 
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5.3.1.2  Estimación  de  la  energía  libre  de  unión  entre  CD44  y  un
oligosacárido de Ácido Hialurónico (CD44-oAH4)
Los valores experimentales reportados por Liu y Finzel para la energía libre de unión
entre CD44 y un tetrasacárido de Ácido Hialurónico son de 4,9 +/- 0,6 Kcal/mol  (Liu &
Finzel 2014). A partir de simulaciones de DM del complejo CD44-oAH4 se puedo estimar
la energía libre de unión en aproximadamente 21 +/- 5 Kcal/mol, lo que implica un pocos
mas (4,2 veces) el valor esperado. Como se menciono al principio de esta sección, lo
métodos  empleados  no  consiguen  estimar  de  forma  precisa  el  valor  absoluto  de  la
energía de interacción, pero suelen ser muy útiles para establecer relaciones relativas
entre  diferentes  ligandos  (Miller  et al.  2012).  Cabe  destacar,  que  en  4  de  las  5
simulaciones de DM que se realizaron se obtuvieron resultados similares y solo en un de
ellas se pudo estimar un valor mas cercano al valor experimental reportado (ver discusión
y detalles mas adelante).
Figura 5.2. Contribuciones a la energía de interacción por residuo para un tetrasacárido de Ácido
Hialurónico. Se presentan los histogramas para los valores de energía (GBSA) para cada uno de los cuatro
sacáridos del ligando. Los términos GlcNac y GlcA significan N-Acetil D-Glucosamina y Ácido D-Glucuronico
respectivamente. 
Para  determinar  la  contribución  diferencial  de  cada  monómeros  a  la  componente
entálpica de la energía libre de unión, se empleó el método de MM-GBSA, descripto en la
sección correspondiente. Los resultados se muestran en la figura 5.2 en donde se puede
ver que cada uno de los monómeros del tetrasacárido de AH presenta una contribución
significativamente  diferente  a  la  energía  libre  de  unión.  Es  claro  que  el  sacárido  3
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presenta la mayor contribución (aproximadamente -10 kcal/mol),  seguido del  4,  el  1 y
finalmente  el  2  cuya  contribución  es  muy  cercana  a  cero.  Los  resultados  también
muestran que el primer sacárido presenta una gran dispersión en los valores obtenidos a
lo largo de la dinámica.
En la tabla 5.1 se presentan los valores promedio para cada uno de los parámetros que
contribuyen a la componente entálpica de la energía libre de unión. En la misma se puede
ver  que la  razón de que el  sacárido  2  presente  valores  tan  bajos  de energía  puede
deberse a que no consigue explotar todas las interacciones posibles que tiene cuando se
encuentra en solución acuosa, ya que su grupo funcional mas importante se encuentra en
contacto con la superficie de la proteína. Durante la simulación de DM se puede observar
que el grupo carboxilo del sacárido 2 (Ácido Glucurónico), alterna la formación de puentes
de hidrógeno con el nitrógeno del backbone de la Ala102 y la Ala103 como así también con el
hidroxilo  de  la  Tyr83.  Muy  distinta  es  la  situación  del  sacárido  4  (también  Ácido
Glucurónico), el cual tiene su grupo carboxilo orientado hacia el solvente y optimiza sus
interacciones, alternando entre contactos polares con las cadenas laterales de la Arg 45,
Arg82  y  el  backbone Cys81 con  contactos  apolares  con  la  Ile100.  El  sacárido  3  (N-
Acetilglucosamina)  presenta  la  mayor  contribución  a  la  componente  entálpica  de  la
energía  libre  de  unión,  ya  que  no  solo  es  capaz  de  establecer un  gran  numero  de
interacciones  hidrofóbicas  estables  con  la  Tyr83,  la  Ile92 y  la  Cys81,  sino  que  también
establece  interacciones  puente  de hidrógeno  con  el  hidroxilo  de  la  Tyr 46,  el  grupo
guanidino de la Arg45 y el  oxigeno de  backbone de la Tyr100.  Por ultimo, el  sacárido 1
(también  N-Acetilglucosamina)  se  encuentra  muy  expuesto  al  solvente,  pero
eventualmente  suele  establecer  puente  de  hidrógeno  con  la  Tyr109 e  interacciones
hidrofóbicas con la Ala103.
Sacárido vdW Electrostática Total
GlcNac (1) -5,13 -11,35 13,336 -2,013 -4,23
GlcA (2) -3,73 -75,36 79,016 -0,672 -0,75
GlcNac (3) -7,10 -13,48 11,994 -1,034 -9,62
GlcA (4) -4,59 -48,56 48,709 -0,877 -5,31
Solvatación
polar
Solvatación
apolar
Tabla 5.1. Componentes de la entalpía de por sacárido. Se presentan los valores promedio para cada
uno de los sacáridos del ligando. 
En  resumen  el  análisis  de  la  simulaciones  de  DM  del  complejo CD44  con  un
tetrasacárido de HA muestra que el tercer y cuarto monómero son los que contribuyen de
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manera mayoritaria a la unión entre ambas moléculas y por lo tanto presentan el núcleo
central de la interacción.
5.3.1.3 Análisis de la estructura del solvente en el sitio de unión para
Ácido Hialurónico de CD44
Luego del análisis de la interacción proteína-ligando para el complejo CD44-oAH4, se
procedió al análisis de la estructura del solvente en el HBS de CD44 en su forma Apo (o
sea  sin  ligando).  En  la  figura  5.3  muestran  los  sitios  de  hidratación  (HS)  obtenidos
mediante simulaciones de DM (WS, representados como esferas transparentes amarillas)
y  los  que  pueden  identificarse  a  partir  de  las  estructuras  cristalográficas  (CWS,
representados como esferas solidas verdes), ambos superpuestos sobre el tetrasacárido
de  Ácido Hialurónico.  En  la  figura  se  puede  ver,  que  por  lo  general,  los  sitios  de
hidratación tiende a ocupar las mismas posiciones que los átomos de oxigeno del ligando
en el HBS de CD44, tal y como se observo para otras lectinas en capítulos anteriores.
Figura 5.3. Sitios de hidratación para el sito de reconocimiento para Ácido Hialurónico de CD44. Se
muestran como esferas amarillas transparentes los sitios de hidratación obtenidos a partir de simulaciones
de Dinámica Molecular y como esferas solidas de color verdes los identificados a partir de Cristalografía de
Rayos X (PDB ID 2JCP). La proteína se muestra en una representación de superficie de color gris y el
ligando (un tetrasacárido de Ácido Hialurónico) se muestra con una representación de tubos coloreados por
átomo (PDB ID 2JCR). 
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En la tabla 5.2 se analizan en detalle parámetros relacionados con la posición de los
HS y su relación con los átomos de oxigeno del ligando. El análisis de la estructuras
cristalográficas apo, muestra que en el HBS de CD44 se encuentran presentes 5 HS (HS3-
7). Dos de ellos se encuentran en el sitio donde se une el sacárido 2 (HS 3,4), uno donde se
une el sacárido 3 (HS5) y los otros dos restantes HS en el sitio de unión al sacárido 4
(HS6,7). Como puede observarse en la tabla 5.2, los HS3,5,7 son reemplazados por grupos
hidroxilo  del  ligando (poseen un Rmin menor o cercano a 1  Å).  Para complementar  el
análisis de la estructura del solvente, se realizó además una simulación de DM de la
forma apo de CD44 (PDB ID 2JCP) en solvente explicito con el fin de determinar los HS
correspondientes a partir de la misma. Como puede observarse en la tabla 5.2, con esta
metodología  es posible  identificar  ocho  HS (5  de  los  cuáles  coinciden  con  los  CWS
mencionados en el párrafo anterior). Los HS adicionales (HS1,2) se alojan en el sitio de
interacción del sacárido 1 y el sacárido 4 (HS8), presentando valores de Rmin entre 1 y 2 Å,
lo cual es de esperarse si se tiene en cuenta que esa región presenta una flexibilidad
superior con respecto a otras regiones del HBS y ,como anteriormente se menciono, solo
se establecen interacciones ocasionales entre la Tyr109 y el sacárido 1. 
Sitio DSE
1,865 X X O6 1
1,628 X X O6 1
1,005 0,503 0,512 O6A 2
1,797 2,042 1,051 O6B 2
0,9 1,032 0,488 O2N 3
1,296 2,013 1,099 O2 4
1,523 0,831 0,873 O3 4
1,52 X X O5 4
R
min
 (MD) R
min
 (CRX) Átomo del 
ligando
Residuo del 
ligando
HS
1
HS
2
HS
3
HS
4
HS
5
HS
6
HS
7
HS
8
Tabla  5.2.  Comparación  entre  sitios  de  hidratación  (HS)  obtenidos  a  partir  de  simulaciones  de
Dinámica Molecular (DM) vs sitios identificados mediante Cristalografía de Rayos X (CRX). Las siglas
Rmin y DSE se refieren a la distancia mínima entre el sitio de hidratación y el átomo del ligando mas cercano
al mismo y la distancia entre los sitios de hidratación identificados por MD con respecto a los identificados
por CRX respectivamente. 
Por ultimo es interesante destacar que los valores de Rmin para los WS son ligeramente
mayores con respecto a los CWS, lo que es esperable dado que en la DM existe cierta
flexibilidad inherente al hecho de que los sistemas son simulados a temperatura ambiente
y ademas, si las interacciones entre las moléculas de agua y la superficie de la proteína
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no son lo suficientemente estables, es muy difícil resolver la posición de los átomos de
oxigeno de las mismas.
El hecho de que los CWS en general sean mas precisos que los WS, sumado a que
son capaces de describir las interacciones de los sacáridos mas importantes para la unión
a CD44, sugiere que información que ofrecen estos HS puede ser muy importante, no
solo ser empleada para mejorar la predicción de complejos CD44-oAH4, sino que también
puede aumentar la precisión para la predicción de complejos con otros oligosacáridos. 
5.3.1.4 Reconstrucción del complejo CD44-oAH4 (Docking)
Habiendo caracterizado la interacción CD44-oAH4 y la estructura del solvente en el sitio
de  unión  del  ligando,  nos  propusimos  emplear  dicha  información  en  un  esquema de
docking  (WSBDM,  analizado  en  detalle  en  el  capítulo  anterior)  a  fin  de  evaluar  la
capacidad del método para determinar la estructura correcta del complejo CD44-oAH4 con
respecto al método convencional de AutoDock (CADM).
En el  capitulo  anterior, se demostró que si  bien hay una mejora significativa en la
capacidad del método para encontrar la posición y la conformación de un oligosacárido en
el CBS de una lectina cuando se emplea el WSBDM con respecto al CADM (pasando de
un 8 a un 36% de predicciones correctas), no se compara con la eficiencia del método
para monosacáridos (en donde se pasa de un 34 a un 83% de predicciones correctas).
Esto tiene que ver con la complejidad del ligando.
El primer punto importante a tener en cuenta cuándo se desean “dockear” un ligando
complejo  (en  este  caso  un  sacárido  de  dos  o  mas  unidades)  es  como  manejar  su
flexibilidad,  en  particular  las  torsiones  que  determinan  su  conformación.  Como  se
menciono anteriormente en la parte de métodos computacionales, la conformación de los
glicanos es generalmente definida por los ángulos diedros Phi y Psi del enlace glicosídico
entre  los  distintos  sacáridos  vecinos.  Cada  angulo  diedro,  toma  valores  propios
dependiendo de cada tipo de enlace glicosídico (B1-3, B1-4, etc) y del tipo de sacárido
involucrado (Galactosa, Glucosa, etc) (Kirschner et al. 2008). 
A la hora de llevar adelante un experimento de docking con el programa AutoDock4,
existen  dos  estrategias  que  conducen  a  la  determinación  correcta  de  la  posición  y
conformación de un oligosacárido en el CBS, ambas relacionadas con la capacidad de
explorar valores para los ángulos diedros Phi y Psi. 
La primera consiste en realizar el “docking” completamente flexible, esto es, permitirle
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al programa que busque la mejor conformación durante el proceso para luego filtrar los
resultados privilegiando aquellas conformaciones del oligosacáridos en las cuales se haya
maestreado  un  valor  esperado  para  los  ángulos  diedros  (Nivedha  et al.  2014).  Esta
metodología se ha aplicado con bastante éxito para oligosacáridos complejos, pero no
resuelve el  problema de fondo relacionado con la incapacidad por parte del  Algoritmo
Genético Lamarckiano para muestrear todas las conformaciones posibles de un ligando
con mas de 12 torsiones activas durante una “corrida” individual de docking, es decir, para
poder privilegiar una conformación con determinado valor de ángulos diedros, primero hay
que encontrarla. 
PDBID mRMSD rmRMSD emRMSD frRMSD frEne RMSDc NoC
CADM Rígido 2JCR -9,59 100 0,02 1 -9,59 0,02 -9,59 0 1
WSBDM Rígido 2JCR -14,63 100 0,01 1 -14,63 0,01 -14,63 0 1
2JCR -2,2 37 0,88 1 -10,6 0,88 -10,6 0,78 29
2JCR -4,07 86 1,19 1 -15,32 1,19 -15,32 0,87 4
2JCR 0,41 3 1,14 3 -9,82 7,85 -10,23 2,83 73
2JCR -1,2 -1 2,1 1 -15,77 2,1 -15,77 1,24 65
CADM Fexible 2JCR 2,6 0 4,52 27 -8 9,53 -10,6 3,74 97
WSBDM Fexible 2JCR 1,88 0 3,16 7 -13,61 3,55 -15,49 2,86 96
∆∆G ∆P
CADM Diedro 
Rígido 
 WSBDM Diedro 
Rígido
CADM Tors. 
Aleat. Rígidas
WSBDM Tors. 
Aleat. Rígidas
Tabla  5.3.  Docking  para  diferentes  niveles  de  complejidad  del  ligando. Se  presentan  los  valores
obtenidos luego del docking sobre la estructura del receptor correspondiente al PDBID 2JCR para diferentes
grados de libertad del ligando (ver descripción en el texto). Los diferentes parámetros evaluados para cada
centroide son la diferencia de energía libre de unión (∆∆G) y población (∆P) con respecto al centroide mejor
rankeado, el mínimo RMSD obtenido en el experimento (mRMSD) y su posición en el ranking (rmRMSD), el
valor de RMSD (frRMSD), de energía (frEne) y de RMSD conformacional (RMSDc) para el centroide mejor
rankeado. El parámetro NoC indica el numero de centroides diferentes obtenidos durante el experimento de
docking. 
La otra alternativa es considerar como rígidas las torsiones que involucran al enlace
glicosídico, lo que en cierto modo equivale a definir  la conformación del oligosacárido
antes de comenzar el experimento y solo buscar la posición que ocupa en el CBS de la
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proteína. Para ello, es fundamental contar valores correctos de los diedros Phi y Psi, los
cuales debe corresponderse lo mejor posible con la estructura que el mismo adoptara en
el complejo. Dicha información puede provenir de métodos experimentales como la CRX o
la RMN, como así también de experimentos de simulación de DM (Kirschner et al. 2008).
En la tabla 5.3 se muestran los resultados para el docking del tetrasacárido de AH
sobre  el  CBS  de  CD44  utilizando  diferentes  estrategias  (filas)  en  relación con  la
flexibilidad, estructura de partida del ligando y método de docking (CADM vs WSBDM)
utilizado. 
Una vez realizado el control positivo se procedió a el análisis del rendimiento de ambos
métodos cuando los valores de los ángulos diedros son idénticos a los observados en las
estructuras cristalográficas del complejo CD44-AH (filas 3 y 4 “Diedro Rígido”). 
Como puede observarse en la tabla 5.3, ambos métodos son capaces de obtener la
estructura correcta del complejo (RMSD es cercano a 1Å) y si bien los valores de ∆P y
∆∆G son menores que en el  control  positivo (situación ideal),  los resultados son muy
satisfactorios. Por otro lado, comparando las dos metodologías (CADM vs WSBDM), se
puede ver que ambas consiguen colocar al mejor resultado posible en la primera posición
del ranking (rmRMSD de 1) y, pese a que con el método convencional se obtiene un valor
de  RMSD  mínimo  (mRMSD)  levemente  menor  que  con  el  método  sesgado,  la
convergencia  (con  un  ∆P de  86)  y  la  capacidad  de  resolución  (con  un  ∆∆G de  -4,7
kcal/mol) son mejores en el WSBDM. Por otro lado, es importante remarcar que solo se
obtiene solo 4 conformaciones posibles (NoC) con el  WSBDM frente a los 29 que se
obtienen con el CADM. 
A  modo  de  control  para  esta  condición  (“Diedro  Rígido”),  se  llevaron  a  cabo
experimentos  de  docking  inhabilitando al  azar  el  mismo numero  de  torsiones que  se
inactivan cuando se dejan rígidos los diedros del enlace glicosídico (6 torsiones en total).
Con  esta  condición,  lo  que  se  pretendió  poner  en  evidencia  fue  si  los  resultados
observados se debían solo a una disminución de la complejidad del ligando (pasando de
22 torsiones activas a 16). 
En la tabla 5.3 (filas 5 y 6 “Tors. Aleat. Rígido”) se puede ver que solo con el WSBDM
se consigue posicionar en el primer lugar del ranking al mejor valor de RMSD obtenido
durante las diferentes corridas, pero el hecho de que se hayan obtenido 65 resultados
diferentes y que el ∆∆G sea solo de -1,2 kcal/mol, nos da la pauta que los resultados son
muy parecidos a los esperados por azar y que el experimento no es confiable. 
Por ultimo, el las filas 7 y 8 se muestran los resultados obtenidos cuando el ligando se
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encuentra completamente flexible (22 torsiones activas), o sea que durante la exploración
de la superficie de la proteína, el mismo explora también su espacio conformacional.
 Como puede observarse, en este caso el método tampoco es capaz de obtener el
resultado correcto (RMSD > 3). Ademas, el numero de resultados obtenidos (96 o mas) es
casi  la  misma  a  la  esperada  por  azar.  Lo  que  sucede  es  que  la  complejidad
conformacional interna del ligando (sus torsiones) agrega a la ya compleja búsqueda del
espacio  conformacional  para  la  formación  del  complejo  (roto-traslaciones  del  ligando)
demasiados grados de libertada y el método no logra “encontrar” o converger hacia el
complejo correcto. 
Los resultados del párrafo anterior muestran que el algoritmo de AutoDock es incapaz
de manejar la libertad conformacional de ligandos complejos como el tetrasacáridos de
AH, y que es emplear una estrategia que pueda facilitarle el  trabajo de “encontrar”  la
conformación correcta al algoritmo de docking. 
Como  se  demostró  para  el  oAH4,  si  contamos  con  los  valores  correctos  para  los
algunos Phi y Psi, los dejamos rígidos y realizamos un experimento de docking, tenemos
altas chances de encortar la posición y la conformación correcta del ligando en en sitio de
unión del receptor. Pero no siempre se puede contar con una estructura cristalográfica o
un  experimento  de  RMN  que  nos  permita  conocer  dicha  información.  Kadivelraj  y
colaboradores demostraron que estas conformaciones son similares (sino iguales) a las
que el ligando adopta en solución (Kadirvelraj et al. 2008). Esto tiene sentido si se tiene
en cuenta que de esta manera se evita pagar el precio energético requerido para llevar al
ligando a una conformación alternativa, lo que disminuiría la fuerza de la unión.
Cómo una alternativa para encontrar esta conformación “optima” cuándo no se cuenta
con  una  estructura  de  partida  del  ligando,  decidimos  evaluar  la  capacidad  de  una
simulación  DM  del  ligando  en  solvente  explicito  de  encontrar  la  misma.  Para  ello
construimos un tetrasacárido de AH in silico desde cero y realizamos 100 ns de DM en
solvente explicito. Los resultados de la simulación se muestran en la figura 5.4, en donde
se  puede  ver  que  los  valores  mas  probables  (con  una  barrera  energética  menor)
coinciden con los reportados en diferentes estructuras obtenidas por CRX y RMN en la
bases de datos PDB. 
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Figura 5.4. Valores para los ángulos diedros Phi y Psi para cada tipo de enlace glicosídico del Ácido
Hialurónico. Se muestran la superficie de energía potencial (en una esca de que va de negro a blanco para
representar los estados de menor y mayor energía respectivamente) obtenida a partir de simulaciones de
DM en solvente explicito. En superposición se muestran los valores obtenidos de la base de datos PDB para
el complejo CD44-oAH7 obtenido a partir de CRX (PDB ID 2JCR), para un octasacárido en solución obtenido
a partir de RMN (PDB ID 3HYA) y para diversos complejos de oAH con la hiluronato liasa (PDB IDs 1N7R,
1N7Q, 1LXM, 1LOH, 1LXK, 1FCB) en amarillo, magenta y verde respectivamente. 
A partir  de  los  resultados  de  las  simulaciones,  se  selecciono  la  conformación  del
ligando más probable y se empleo la misma para realizar un experimento de docking
manteniendo las torsiones involucradas en el enlace glicosídico rígidas. Los resultados de
este  ensayo,  junto  con  los  obtenidos  para  el  docking  con  el  ligando  rígido  en  la
conformación obtenida del cristal del complejo (la conformación correcta) se muestran en
el panel superior de la figura 5.5. Ademas, en la misma se incluye un tercer experimento,
proveniente de una estructura obtenida a partir de un servidor web (www.glycam.org) y
con  una  conformación  que  corresponde  al  mínimo  local  luego  de  un  proceso  de
minimización en solvente implícito (Grant & Woods 2014).
Como  se  puede  observar  en  el  panel  superior  de  la  figura  5.5,  la  conformación
predominante en la DM con solvente explicito (esferas verdes) es un excelente punto de
partida para los ensayos de docking y permite obtener una predicción razonable para la
estructura CD44-oAH4 (RMSD 1,44 Å). 
Esto se pone de manifiesto no solo en el valor RMSD sino también en los de ∆P (19) y
∆∆G  (-3,72  kcal/mol)  lo  cual  se  ve  reflejado  en  la  separación  del  complejo  mejor
rankeados (resultado positivo) de los demás (falsos positivos) y a su vez son comparables
a los obtenidos con la estructura optima tomada del cristal (puntos azules). 
Por otro lado, si bien la estructura correspondiente al mínimo local presenta la ventaja
de su simplicidad de obtención (ya que no requiere de instalar ningún programa ni contar
con mas que con una pc y conexión a internet) también predice como el mejor ranking al
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complejo  con menor  RMSD,  la  predicción  es  pobre  (con un  ∆P y  ∆∆G de 3  y  -0,57
kcal/mol respectivamente).
Figura  5.5.  Energía  vs  Población  para  diferentes  formas  de  obtener  un  tetrasacárido  de  Ácido
Hialurónico. En la parte superior muestran los resultados para un experimento representativo de docking
para cada una de las posibilidades de obtener el ligando en un gráfico de población vs energía, con el
tamaño de las esferas proporcional al valor de RMSD obtenido para cada centroide. En la parte inferior se
muestran  las  estructuras  correspondientes  a  los  centroides  mejor  rankeados para  cada  una  de  las
condiciones evaluadas. Los colores celeste, verde y naranja hacen referencia al origen de los valores para
los ángulos diedros, según provengan de una estructura obtenida mediante CRX, minimización en solvente
implícito o simulación de DM en solvente explicito respectivamente. En la referencia utilizada para el análisis
(PDBID 2JCR),  se  muestra  al  backbone de  proteína  (en  gris)  y  a  los  átomos de  carbono,  oxigeno y
nitrógeno del ligando en gris, rojo y azul respectivamente. 
Los resultados obtenidos en esta sección nos dan una idea del grado de confianza en
las herramientas computacionales a la hora de predecir la estructura final de un complejo
entre CD44 y un oligosacárido. Ademas, nos dan la pauta de que es sumamente propicio
emplear  una  simulación  de  DM para  determinar  los  valores  mas  probables  para  los
ángulos diedros Phi y Psi involucrados en el enlace glicosídico y que a su vez, si los
mantenemos  rígidos  durante  un  experimento  de  docking,  tenemos  altas  chances  de
arribar a un resultado satisfactorio. 
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5.3.2 Identificación, predicción de estructura y evaluación de afinidad
para diferentes oligosacáridos
Luego de evaluar la capacidad de los métodos computacionales para, por un lado,
describir los parámetros mas importantes de la interacción CD44-AH4  y, por otro lado,
reconstituir dicho complejo, se procedió a la búsqueda e identificación de compuestos con
capacidad  glicomimética  de  Ácido  Hialurónico.  Luego,  un  vez  seleccionados  los
compuestos candidatos, se procedió a la evaluación de sus propiedades en solución. Por
ultimo, se reconstruyo un un complejo entre CD44 y un tetrasacárido para cada uno de los
compuestos identificados y se evaluaron las propiedades del mismo.
5.3.2.1 Búsqueda e identificación de compuestos candidatos
A partir de los resultados de la sección anterior, los cuales remarcaban la importancia
del  tipo  de  enlace  glicosídico,  se  procedió  a  la  búsqueda  de  compuestos  con
características similares en el mercado. Se establecieron como condiciones para elegir a
las  moléculas,  que  fueran  polímeros  de  hidratos  de  carbono  no  ramificados  y  que
contasen con enlaces alternados B1-3 y B1-4. 
Como resultado de esta búsqueda, pudimos dar con dos diferentes: la Lichenina (un
polímero de D-glucosa) y el Xilano (un polímero de D-Xilosa). Ademas, se incorporo al
estudio un tercer compuesto, la Quitina (un polímero de N-Acetilglucosamina), ya que la
misma había sido empleada por otros autores como control negativo para ensayos de
evaluación de la actividad de los oligosacáridos de Ácido Hialurónico muy probablemente
debido a que solo posee enlaces B1-4 (Ghatak et al. 2002). 
5.3.2.2 Evaluación de la dinámica conformacional en solución acuosa
de los compuestos seleccionados.
Una vez identificados los compuestos, se procedió a la evaluación de su flexibilidad en
solución. Para ello, se realizaron simulaciones de DM en solvente explicito durante 100 ns
y se midieron los valores para los ángulos diedros del enlace glicosídicos (figura5.6). 
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Figura 5.6. Valores para los ángulos diedros Phi y Psi para cada tipo de enlace glicosídico para cada
uno de los compuestos seleccionados. En el panel superior de la izquierda se muestra un esquema de
los tipos de enlaces glicosídicos presentes en los polímeros seleccionados. En el panel superior izquierdo,
medio e inferior, se muestran la superficie de energía potencial (en una esca de que va de negro a blanco
para representar los estados de menor y mayor energía respectivamente) obtenida a partir de simulaciones
de DM en solvente explicito para la Quitina, el Xilano y la Lichenina respectivamente. En superposición se
muestran los valores obtenidos de la base de datos PDB para complejos de proteínas con los diferentes
oligosacáridos como rombos de color verde. 
En la figura 5.6, se pueden ver los valores obtenidos durante la simulación para los
ángulos Phi y Psi en comparación con los valores disponibles en la base de datos PDB. 
El  análisis  detallado  de  esta  figura  permite  ratificar  la  capacidad  de  la  DM  para
reproducir las conformaciones de los hidratos de carbono obtenidas a partir de métodos
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experimentales. Ademas, los valores observados para los ángulos Phi y Psi, nos dan la
pauta de que si bien el oligosacárido de Xilano (oXi) presenta enlaces alternados B1-3 y
B1-4 como el oligosacárido de Ácido Hialurónico (oAH), este adopta dos conformaciones
diferentes en solución a diferencia del oAH que adopta solo una. Esto podría manifestarse
como una mayor fluctuación en HBS de CD44 o inclusive en un costo energético mas
elevado  a  la  hora  de  interaccionar  directamente  con  la  proteína.  Sin  embargo,  el
oligosacárido de Lichenina (oLi) presentan un solo mínimo energético para cada tipo de
enlace glicosídico por lo que se espera que adopten una sola conformación. Ademas, los
valores de Phi y Psi para ambos tipos de enlaces del oLi son muy similares a los que
toman los oAH. 
5.3.2.3  Obtención  de  complejos  de  CD44  con  diferentes
oligosacáridos
Luego  de  haber  analizado  la  flexibilidad  conformacional  para  cada  uno  de  los
compuestos seleccionados, se procedió a elegir  la conformación mas probable de los
oligosacáridos  teniendo  en  cuenta  los  valores  para  los  ángulos  Phi  y  Psi  del  enlace
glicosídico.  A partir  de  dichas  estructuras  del  ligando,  se  realizaron  experimentos  de
docking  empleando  el  método  WSBDM  sobre  la  estructura  del  receptor  en  la
conformación B (PDB ID 2JCR), manteniendo constantes los valores para los ángulos
diedros que involucran al enlace glicosídico.
Figura 5.7. Complejos entre el receptor CD44 y diferentes oligosacáridos. Se muestran las estructuras
correspondientes a  los centroides mejor  rankeados durante  los experimentos de docking luego de una
equilibracion a presión constante en solvente explicito para un tetrasacárido de Lichenina (oLi), de Xilano
(oXi) y de Quitina (oQi) en superposición con el Ácido Hialurónico (oAH) en el panel de la izquierda, medio y
de la derecha respectivamente. El  backbone de proteína se muestra en gris y a los átomos oxigeno y
nitrógeno del ligando en rojo y azul respectivamente. Los átomos de carbono para el oAH (la referencia) se
muestran en negro y en verde para el resto de los ligandos. 
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Una vez obtenidos los complejos (para el tetrasacárido de Ácido Hialurónico (oAH4)
inclusive  a  una minimización  del  sistema para  luego termalizar  el  sistema a  volumen
constante.  Una  vez  concluida  la  termalizacion,  se  procedió  a  optimizar  el  sistema  a
presión constante. Los resultados del proceso de optimizacion se muestran en la figura
5.7,  en  donde  se  puede  ver  la  Lichenina  (panel  de  la  izquierda,  con  los  átomos de
carbono en color verde) es la que mas se parece al oAH en su conformación de partida. 
5.3.2.4 Evaluación de la estabilidad en el CBS de CD44 
Con el fin de evaluar la flexibilidad y movilidad de cada uno de los ligandos en el HBS
de CD44, se procedió a la realización de 5 simulaciones de DM para cada uno de los
complejos obtenidos en la etapa anterior entre CD44 y los diferentes oligosacáridos. 
En el panel superior de la figura 5.8 se muestra el gráfico para la desviación cuadrática
media  (RMSD)  para  una  simulación  de  DM  representativa  de  cada  uno  de  los
tetrasacáridos en función de tiempo. 
En este gráfico se puede ver que a diferencia de los resultados que se obtienen para la
mayoría de las simulaciones de DM para en complejo entre CD44-oAH4  discutidas en la
sección 5.3.1.1 (y que se representan en la figura 5.1) en donde se obtiene un valor
promedio de 2  Å de RMSD para el  tetrasacárido de Ácido Hialurónico (con un breve
periodo entre el ns 60 y el 65 en donde el valor se dispara por encima de los 4 Å de
RMSD), las simulaciones que se realizaron en esta etapa muestran un grado mayor de
fluctuación, con valores por encima de los 4 Å de RMSD en mas del 40% del tiempo total
de simulación. Esto se debe principalmente al cambio en el valor del angulo diedro Phi
(pasando de -130 a 70 grados) del enlace B1-4 entre el sacárido 2 (Ácido Glucurónico) y
el sacárido 3 (Nacetilglucosamina), lo que se traduce en una inversión completa de la
orientación  de sacárido  1 y 2,  dejando el  grupo carboxilo  del  sacárido 2 expuesto  al
solvente y el grupo acetilo del sacárido 1 en contacto directo con la proteína.
La diferencia observada puede tener su origen en las condiciones de partida para las
simulaciones,  ya  que  en  primera  instancia  se  empleo  como  estructura  de  partida  el
complejo en la conformación B obtenida a partir de CRX (PDB ID 2JCR) y para este caso
se empleo el resultado de un experimento de docking (con una diferencia de 1,44 Å de
RMSD). Lo interesante de esta situación es que si bien este fenómeno de pudo muestrear
solo  en  1  de  las  5  simulaciones  que  se  realizaron  partiendo  de  la  estructura
cristalográfica, cuando se utiliza como estructura de partida el resultado de docking, el
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cambio en el valor del angulo diedro se observa en 3 de las 5 simulaciones observadas.
Las repercusiones de este cambio se analizan mas en detalle en la siguiente sección.
Por otro lado, en el mismo gráfico se puede ver que la Quitina presenta fluctuaciones a
lo largo de la simulación, es el mas estable de los tetrasacáridos analizados y al igual que
para  el  oAH4  no  se  espera  que  abandone  el  HBS.  Muy  distinto  es  el  caso  para  la
Lichenina y el Xilano, para los cuales se esperan 2 (valores promedio de RMSD de 2 y 10
Å)  y  3  (valores  promedio  de  RMSD  de  6;  12  y  18  Å)  formas  de  unión  diferentes
respectivamente.
Figura 5.8. Evaluación de la estabilidad en el HBS de CD44 para los diferentes ligandos. En el panel
superior se presentan los valores para la desviación cuadrática media (RMSD) para tetrasacáridos de Ácido
Hialurónico, Quitina, Xilano y Lichenina en azul, naranja, verde y rojo respectivamente. En el panel inferior
se presentan de izquierda a derecha las distintas conformaciones adoptadas en el HBS de CD44 para el
Ácido Hialurónico, la Quitina, la Lichenina y el Xilano respectivamente. Las conformaciones mas probables
se presentan en azul, mientras que las alternativas en rojo o verde. 
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En los paneles inferiores de la figura 5.8 se muestran los diferentes formas de unión
(sugeridas por el gráfico de RMSD del panel superior) entre los diferentes oligosacáridos y
CD44 .Allí se puede ver que mientras que el oAH4 y el  oQi4 permanecen fuertemente
unidos al HBS de CD44, el oLi4 y el oXi4 escapan eventualmente del sitio activo, visitando
conformaciones alternativas y/o sitios alternativos de interacción con la proteína. 
5.3.2.5 Evaluación de la energía libre de unión 
Para realizar un análisis mas detallado de la interacción entre CD44 y los diferentes
oligosacáridos  se  realizaron  las  determinaciones  para  las  contribuciones  entálpica  y
entrópica a la energía libre de unión entre la proteína y la conformación mas probable
(representadas en color azul en los paneles inferiores de la figura 5.9) para cada una de
los oligosacáridos analizados. Los resultados se presentan en la tabla 5.4 y dejan ver que
el orden de afinidad (según la energía libre) predicho es de oAH4 > oLi4 > oXi4 > oQi4. En
todos los casos la mientras que la entalpía contribuye favorablemente a la energía libre de
unión, esta es parcialmente compensada por la perdida de entropía. Notablemente, salvo
para el oAH4 que presenta valores mayores para ambas contribuciones, la pérdida de
entropía para el  oLi4,  oXi4 y Qi4  es similar, siendo que la energía libre diferencial  esta
determinada por una mayor contribución entálpica, lo que en otras palabras significa que
la Lichenina presenta mas (o mejores) interacciones que el Xilano, y este a su vez que la
Quitina.
d.e. T . ∆S d.e. ∆G d.e.
-42,86 3,76 -33,71 4,01 -9,15 3,9 -
-36,21 3,52 -27,50 4,75 -8,71 4,1 0,44
-29,36 2,97 -25,45 2,96 -3,91 3,0 5,24
-27,59 3,52 -24,70 2,81 -2,89 3,2 6,26
∆H ∆∆G(oAH4)
oAH
4
oLi
4
oXi
4
oQi
4
Tabla 5.4 Energía libre de unión para cada uno de los sacáridos analizados. Se presentan los valores
para al  entalpía  (∆H), la entropía  (T∆S) y la energía libre de unión  (∆G) para cada uno de los
ligandos analizados. Ademas se presentan los valores de ∆∆G(oAH4) que hacen referencia a diferencia
en el valor de energía con respecto al oligosacárido de Acido Hialurónico. 
En la tabla 5.5 se presenta un análisis detallado de los componentes principales de la
entalpía  de  unión  (contribuciones  electrostática  y  de  vdW)  y  las  contribuciones  de
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solvatación  a  la  energía  libre,  separadas  en  la  energía  de  cavitación  (apolar)  y  la
electrostática entre el soluto y el solvente acuoso (para mayor detalle véase la sección de
métodos).  Si  se deja de lado en el  análisis al oAH4,  se puede ver que la energía de
interacción de vdW es similar para todos los compuestos. De este modo, la clave de la
interacción entre los diferentes oligosacáridos y CD44 podría estar en la capacidad de los
mismos para compensar la energía de solvatación con la energía electrostática. En este
sentido,  esto  se  corresponde  con  el  hecho  de  que  la  diferencia  entre  estas  dos
componentes  es  de  casi  nula  para  el  oLi4,  alcanzando  valores  positivos  de
aproximadamente  5  kcal/mol  y  9  kcal/mol  para  el  oligosacárido  de  Xilano  y quitina
respectivamente. 
Por  otro  lado,  si  comparamos  al  oLi4 con  el  oAH4,  se  puede  ver  que  si  bien  la
componente de vdW es menos significativa para el tetrasacárido de Ácido Hialurónico, se
compensa en gran medida con la componete electrostática, en donde no solo se supera el
“costo” de desolvatar al  ligando y su correspondiente perdida de entropía, sino que la
magnitud de la interacciona es tal que sugiere que este compuesto seria el mas afín de
los oligosacáridos analizados. 
Van der Waals -26,9 -31,5 -31,8 -31,5
Electrostática -254,6 -59,1 -59,2 -52,4
242,9 59,2 66,7 60,9
-4,2 -4,9 -5,1 -4,6
oAH
4
oLi
4
oXi
4
oQi
4
Solvatación
polar
Solvatación
apolar
Tabla 5.5 Componentes de la energía de libre de unión.  Se presentan las componentes de la energía
libre para la fase gaseosa como así también para la fase liquida según el modelo de solvente implícito de
Boltzmann Generalizado (GB). La componente entrópica de la energía de unión se omite debido a que no
se aprecian diferencias significativas. 
Finalmente, se procedió a la evaluación de la contribución entálpica a la energía libre
de unión para cada uno de los sacáridos que componen a los ligandos a lo largo de una
simulación de 100 ns. Los resultados se presentan en la figura 5.9. 
En la figura 5.9 se puede ver que si bien los valores para el sacárido 3 y 4 son muy
similares  a  obtenidos  en  las  simulaciones  donde  se  emplean  las  coordenadas  del
complejo  provenientes  de  la  estructura  cristalina  (PDB ID  2JCR)  los  valores  para  el
sacárido  1  y  2  del  oAH4 son  significativamente  menores.  Esto  esta  directamente
relacionado con el cambio en el valor del angulo Phi para el enlace B1-4 discutido en la
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sección anterior. Para la Quitina el patrón es similar al de oAH4, con un aporte moderado
del sacárido 1 y con 3 como el de mayor contribución (cerca de -8 kcal/mol) a la entalpía,
lo  cual  se  corresponde  con  el  hecho  de  que  dicha  posición  es  ocupada  por  una
Nacetilglucosamina y como se menciono previamente, esto conlleva a muchos beneficios
para la interacción con CD44. Sin embargo en este caso el sacárido 4 presenta valores
mas elevados y el 2 tiene una contribución mas significativa a la energía libre de unión.
Figura 5.9. Contribuciones de cada uno de los residuos del ligando a la energía de unión (GBSA) con
CD44. En la figura se muestran las contribuciones a la energía de unión evaluados mediante MM-GBSA de
los distintos sacáridos para cada uno de lo ligandos analizados. 
 
Para  el  caso  de  los  otros  dos  oligosacáridos,  los  valores  presentan  una  mayor
dispersión debido principalmente a que los compuestos abandonan el sitio en el que se
encuentran al principio de las simulaciones y visitan regiones alternativas de la superficie
de la proteína. En este sentido, en la Lichenina los sacáridos 2 y 4 poseen la mayor
contribución (-4 kcal/mol), siendo casi nula los aportes del resto. Finalmente, en el caso
del Xilano ninguno de los sacárido presenta una interacción significativa, lo que puede
interpretarse como que la interacción con el receptor es inespecifa.
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5.3.3 Evaluación in vitro de la capacidad glicomimética de oAH para
los diferentes compuestos analizados.
Luego del análisis  in silico de los diferentes oligosacáridos, se procedió al análisis  in
vitro de la capacidad glicomimética de oAH en lineas celulares de cáncer de mama. Para
ello,  en  primera  instancia  se  procedió  a  la  obtención  de  oligosacáridos  a  partir  de
polímeros de Lichenina, Quitina y Xilano por hidrólisis química. 
Luego se  realizó  a  la  evaluación  de efecto  de  los  mismos sobre  una linea celular
murina (4T1), comparándolo con el que se consigue cuando se emplean los oAH. Si bien
todos  los  análisis  que  se  realizaron  in  silico  fueron  con  la  versión  murina  de  CD44,
decidimos evaluar  si  las  conclusiones que  obtuvimos  para  este  eran extrapolables  al
homologo de humanos. Para ello, se realizaron los mismos ensayos que para el modelo
murino en la linea celular de cáncer de mama humano MCF7.
Por ultimo, se puso a prueba la capacidad de emular una propiedad muy importante de
los oAH, es decir, la capacidad para potenciar la actividad de la Doxorrubicina cuando son
administrados de forma conjunta.
 5.3.3.1 Obtención de oligosacáridos a partir de hidrólisis química.
Para  la  obtención  de  oligosacáridos  para  los  diferentes  compuestos  seleccionados
previamente,  se  procedió  a  la  hidrólisis  química  controlada  y  separación  por  peso
molecular de acuerdo a lo  descripto en la  sección de metodología especifica de este
capitulo. 
Una vez obtenidos los oligosacáridos, se procedió a la evaluación de la composición de
la  mezcla  (proporción para  cada uno  de  los  oligosacáridos  de  diferente  longitud)  por
Cromatografía  de  Alta  Resolución  de  Intercambio  Aniónico  con  Detección  de  Pulso
Amperométrico  (HPAEC-PAD),  encontrándose  un  patrón  muy  similar  al  obtenido  por
hidrólisis enzimática para los oligosacáridos de Ácido Hialurónico (principalmente de 4, 6,
8, 12 y hasta 14 unidades sacaridicas)(Alaniz et al. 2006). 
5.3.3.2  Determinación  de  la  capacidad  de  respuesta  de  lineas
celulares frente a la estimulación con diferentes formas de AH.
En primer lugar, se procedió a analizar la capacidad de respuesta a la estimulación con
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diferentes  formas  de  Ácido  Hialurónico.  Para  ello  se  determino  el  porcentaje  de
proliferación con respecto del control (sin tratar) a las 48 y 72 hs luego del agregado de
Ácido Hialurónico de alto (AH-HMW), bajo peso molecular (AH-LMW) u oligosacáridos del
mismo,  sobre  la  linea  celular  de  cáncer  de  mama  murino  4T1  (Pulaski  &  Ostrand-
Rosenberg 2001) en la cual se ha demostrado previamente el importante rol que juega
CD44 en procesos metastásicos (Yae et al. 2012). 
Los resultados se muestran en el panel izquierdo de la figuras 5.11 en donde se puede
ver que los efectos son mas significativos a las 72hs del tratamiento con las diferentes
formas  de  Ácido  Hialurónico.  En  concordancia  con  lo  reportado  para  otras  lineas
celulares, el AH-HMW no ejerce un efecto significativo sobre la proliferación, a diferencia
del AH-LMW (el cual la estimula) y los oAH (los cuales son capaces de inhibirla) (Puré &
Assoian 2009). Los efectos del AH-LMW y de los oAH son revertidos cuando anticuerpos
específicos anti-CD44 murino son administrado de forma conjunta con los tratamientos, lo
que demuestra que el efecto observado esta mediado por CD44.
Figura 5.10. Efecto del Ácido Hialurónico sobre la proliferación en función al tiempo de exposición.
Se presentan los valores para el porcentaje de proliferación con respecto al basal para los tratamientos con
Ácido Hialurónico de alto (AH-HMW), bajo (AH-LMW) peso molecular y oligosacáridos (oAH). El control de
especificidad se llevo a cabo con el anticuerpo específico anti-CD44 (a-CD44). Las barras representan los
valores para la desviación estándar para cinco experimentos independientes p***<0.001, p**<0.01, p*<0.05
con respecto a la células no tratadas.  
Los resultados para la linea celular de cáncer de mama humano se muestran en el
panel derecho de la figura 5.10. Allí  se puede ver que los valores obtenidos para los
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diferentes tratamientos  son muy similares a los que se  obtienen para la  linea celular
murina.
Estos resultados son de suma importancia, ya que habilitan a estos sistemas para su
empleo, por un lado, para la búsqueda de moléculas capaces de bloquear la interacción
del AH con CD44 y por otro lado para la evaluación de compuestos capaces de ejercer
roles equivalentes a los oligosacáridos de Ácido Hialurónico. 
5.3.3.3 Evaluación de la capacidad de respuesta especifica mediada
por  CD44  frente  a  la  estimulación  con  glicomiméticos  de  Ácido
Hialurónico.
Para evaluar el efecto de los diferentes oligosacáridos sobre la proliferación celular, se
procedió a la realización de ensayos de proliferación celular durante 72 hs en presencia
de los mismos. Los resultados se presentan en la figura 5.11, en donde se puede ver que
para la linea celular muriona 4T1, a diferencia de lo que pasa con los oAH, los diferentes
oligosacáridos no son capaces de inducir  un efecto significativo sobre la  proliferación
celular.
Figura  5.11.  Respuesta  especifica  mediada  por  CD44  frente  a  la  estimulación  con  diferentes
oligosacáridos. Se presentan los valores para el porcentaje de proliferación con respecto al basal para los
tratamientos con oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH), Liquienina (oLi), Xilano (oXi) y Quitina (oQi). El
control  de  especificidad  se  llevo  a  cabo  con  el  anticuerpo  específico  anti-CD44  (a-CD44).  Las  barras
representan los valores para la desviación estándar para cinco experimentos independientes  p***<0.001,
p**<0.01, p*<0.05 con respecto a la células no tratadas. 
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Por otro lado,  en la figura se presentan los resultados para el  mismo ensayo pero
empleando la linea celular humana MCF7. Los mismos indican que, a diferencia de lo
observado previamente para la linea celular murina, los oligosacáridos de Lichenina son
capaces de inducir una disminución significativa de la proliferación celular. Ademas, este
efecto se puede revertir si se administra anticuerpo anti-CD44 de forma conjunta. Esto
sugiere que los oLi podrían estar causando el mismo efecto que los oAH, pero no se
puede  afirmar  concretamente  este  hecho  hasta  que  no  se  realicen  una  serie  de
experimentos para confirmarlo.
5.3.3.4 Efecto combinado de glicomiméticos de Ácido Hialurónico con
Doxorrubicina.
Con el fin de probar la capacidad para incrementar la actividad de la Doxorrubicina, se
evaluó el efecto combinado de los diferentes oligosacáridos cuando se administran de
forma conjunta con la misma. En la figura 5.12 se presentan los resultados obtenidos y se
puede ver que, cuando se emplea la linea celular murina 4T1, tanto los oAH como los oLi
y oXi son capaces de potenciar el efecto de la Doxorrubicina. 
Este efecto es mas significativo para el oAH, el cual lleva los valores de -20% para la
Doxorrubicina a 0,5 uM a -80%. En el caso de los oLi y oXi, estos valores pasan a -70% y
-55% respectivamente. Por otro lado, cuando se evaluá el rol de CD44 en estos procesos,
se  ve  que  si  bien  para  los  oAH  y  oLi  hay  una  disminución  significativa  cuando  se
administran conjuntamente el anticuerpo anti-CD44 (IM7), no se logra llegar a los valores
que se observan cuando la Doxorrubicina se administra sola a una concentración de 0,5
uM.  Esto  puede deberse a  que quizás haya otro proceso involucrado (ademas de la
interacción de los oligosacáridos con CD44) y la sinergia se de por la suma de ambos. El
caso de los oXi es mas interesante aun, ya que por si solo no tenia ningún efecto sobre la
proliferación, cuando se administra de forma conjunta con la Doxorrubicina tiene un efecto
sinérgico, pero el mismo parecería no estar mediado por CD44, ya que la incubación con
anti-CD44  no  genera  cambios  significativos.  Por  ultimo,  no  se  observaron  efectos
sinérgico  cuando  se  inocularon  los  oQi  junto  con  el  quimioterápico,  lo  cual  muy
probablemente este relacionado con la tendencia a la agregación y la baja solubilidad en
medios acuosos de la Quitina.
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Para el caso de la linea celular humana, se observaron resultados similares, con la
única diferencia que el efecto del los oLi y oXi fueron muy parecidos entre si.
Figura  5.12.  Efecto  combinado  de  diferente  oligosacáridos  con  Doxorrubicina. Se  presentan  los
valores para el porcentaje de proliferación con respecto al basal para los tratamientos con Doxorrubicina
(Dx), oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH), Liquienina (oLi), Xilano (oXi) y Quitina (oQi). El control de
especificidad se llevo a cabo con el anticuerpo específico anti-CD44. Las barras representan los valores
para la desviación estándar para cinco experimentos independientes  p***<0.001,  p**<0.01,  p*<0.05 con
respecto a la células no tratadas. 
5.4. Conclusiones del capítulo
El objetivo del presente capitulo fue identificar compuestos con actividades similares a
las de los oligosacáridos de Ácido Hialurónico (oAH). Para ello, se empleo como modelo
el  sistema CD44-oAH y se baso el  análisis en la hipótesis de que si  los compuestos
seleccionados eran capaces de interaccionar de forma similar a los oAH con el receptor
CD44  in silico, entonces presentarían efectos semejantes sobre la proliferación celular.
Luego de un exhaustivo análisis  in silico, se pudo determinar que los oligosacáridos de
Lichenina tenían mas chances de actuar como glicomiméticos de AH a diferencia de los
oXi  y  los  oQi  (los  cuales  habían  sido  empleados  como  control  negativo  por  otros
investigadores),  hecho  que  en  parte  fue  corroborado  in  vitro con  ensayos  sobre  la
proliferación  celular. Pero  ademas,  se  pudo poner  de  manifiesto  que los  oXi,  si  bien
parecen no interaccionar con CD44, tienen la capacidad de incrementar la actividad de la
Doxorrubicina al igual que los oLi y los oAH.
Esto nos da la pauta que las herramientas computacionales pueden ser empleadas con
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un alto  grado de éxito  para  la  búsqueda de compuestos con actividad glicomimética,
permitiendole  a  los  investigadores  ahorrar  muchos  recursos  durante  el  proceso  de
descubrimiento de los mismos.
5.5 Metodología especifica del capitulo
5.5.1 Desarrollo de Software Especifico
Con el fin de identificar los HS a partir de las simulaciones de DM de la forma apo de
receptor  de  manera  simple,  se  desarrolló  una  extensión  para  el  programa  VMD
(Humphrey et al.  1996) en lenguaje  tcl  (versión 8.5)  denominado  WATCLUST  (López
et al.  2015).  Esta  extensión  es  capaz  de  llevar  adelante  el  cálculo  de  los  sitios  de
hidratación,  el  análisis  de  propiedades  de  los  mismos  (R90,  WFP,  etc),  calcular  la
componete entrópica y entrópica para cada uno de ellos. Ademas, permite la modificación
de las grillas generadas con el programa Autogrid4 de paquete AutoDock. 
5.5.2 Obtención de estructuras
Las estructuras de CD44 para su forma apo en conformación A (PDB ID 2JCP), para el
complejo  con  un  heptasacárido  de  AH en  conformación  A (PDB ID  2JCQ)  y  para  el
complejo con un heptasacárido AH en conformación B (PDB ID 2JCR) fueron obtenidas
de la base de datos Protein Data Bank (PDB). 
Para  todos  las  simulaciones  y  cálculos  de  Docking  subsiguientes  se  utilizo  como
aproximación la estructura del “tetrasacárido”, entendida como los 4 primeros monómeros
ubicados en el extremo reductor del polímero. Para esto, el HA heptasacárido presente en
los  complejos  2JCR  y  2JCQ  fue  truncado  a  partir  del  residuo  4,  (esto  es,  fueron
eliminadas las coordenadas correspondientes a los sacáridos 5, 6 y 7 del extremo no
reductor). 
5.5.3 Simulaciones de Dinámica Molecular
Para  el  caso  de  las  estructuras  correspondientes  a  los  complejos  de  CD44  con
diferentes oligosacáridos (ya sea que estos provengan de experimentos de difracción de
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rayos X o docking) se les agrego los átomos de hidrógeno correspondientes, fueron luego
solvatadas en una caja de aguas TIP3P con la forma de un octaedro truncado, y por
ultimo fueron  parametrizadas  con  el  campo  de  fuerzas  ff14SB  (para  proteínas)  y
GLYCAM_06j (para hidratos de carbono). Todo esto se realizo utilizando el modulo LEaP
del paquete AMBER. 
Para el caso de las estructuras correspondientes a los diferentes hidratos de carbono
(Ácido Hialurónico, Lichenina, Quitina y Xilano) las coordenadas para cada uno de los
átomos fueron obtenidas con la herramienta online  Carbohydrate Builder (disponible en
www.  g  lycam.org) y luego solvatadas en caja de aguas TIP3P octaédrica y parametrizadas
con GLYCAM_06j, utilizando el modulo LEaP.
Todas las simulaciones fueron efectuadas con el modulo PMEMD.CUDA del paquete
AMBER, que corresponde a la implementación en GPU (Graphics  Processor  Unit)  del
tradicional  modulo  PMEMD  (Particle  Mesh  Ewald  Molecular  Dynamics).  El  protocolo
general  en  todos  los  casos  consistió  de  4  etapas:  Optimización,  Termalización,
Equilibración  a  NTP  (numero  de  partículas,  temperatura  y  presión  constante),  y
Producción a NVT (numero de partículas, volumen y temperatura constante).  Durante el
proceso  de  optimización,  las estructuras  solvatadas  y  parametrizadas  fueron
primeramente optimizadas utilizando 10 ciclos del  algoritmo  Steepest Descent y luego
4990 ciclos del algoritmo Conjugate Gradient.
El proceso de termalización consistió en dos etapas. Durante la primera de ellas, se
efectuó un calentamiento de 0 a 10 grados Kelvin durante 10 picosegundos (ps), con una
constante de fuerza de 50 kcal/mol  aplicada a todos los átomos de la  proteína,  y un
segundo  calentamiento  de  10  a  300  grados  Kelvin  durante  90  ps,  disminuyendo  la
constante de fuerza a 10 kcal/mol. Durante todo el proceso de termalización, el volumen
del sistema se mantuvo constante, y se utilizo el Termostato de Berendsen.
La equilibración a NTP se realizo mediante una simulación de 5 nanosegundos (ns) a
300  Kelvin  (K)  utilizando  el  Termostato  de  Langevin,  y  sometiendo  al  sistema a  una
presión de 1 atmósferas (atm) mediante el barostato de Berendsen. Se aplico una fuerza
de 1 kcal/mol para limitar la movilidad de los átomos de la proteína durante el proceso. 
Finalmente  para  la  producción  a  NVT  se  empleo  el  termostato  Berendsen  para
mantener la temperatura en 300 K y se apago el barostato para generar las condiciones
que aproximan a un ensamble NVT, eliminado todo tipo de restricciones sobre los átomos
de la proteína. El tiempo de simulación fue de 100ns y las coordenadas para cada uno de
los átomos del sistema de registraron cada 2 femtosegundos (generándose archivos de
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50.000 fotos). 
En las 4 etapas se utilizaron condiciones periódicas de contorno, el método de sumas
de Ewald, y un valor de corte de 10 Angstroms para los interacciones de no unión. En
todos los casos donde se empleo el termostato Berendsen, la constante de acoplamiento
utilizada  fue  de  5.0,  mientras  que  en  los  casos  donde  se  empleo  el  termostato  de
Langevin fue utilizada una constante de 1.0.
5.5.4 Calculo de energía libre de unión
Para todas las simulaciones correspondientes a los complejos CD44-oligosacárido se
calcularon las contribuciones entalpía de unión por MM-GBSA para un total de 500 fotos
equiespaciadas. Además, se estimo el valor de la entropía utilizando la aproximación por
Modos Normales del sistema entero, para un total de 10 fotos equiespaciadas. 
Todos  los  cálculos  fueron  efectuados  utilizando  el  código  MMPBSA.py,  disponible
dentro del paquete AMBER. En todos los casos, los radios atómicos para los cálculos de
General-Born fueron asignados a partir del set 'mbondi'. Para los cálculos MM-GBSA, se
empleo el modelo General Born de a pares de Hawkins, Cramer, Truhlar (HCT -GB).
Para  los  cálculos  de  entropía  por  Modos  Normales  emplearon  minimizaciones  en
solvente  implícito,  (utilizando el  modelo  HCT-GB).  Las  minimizaciones consistieron en
1000 ciclos por el método XMIN, o hasta cumplir un criterio de convergencia energético de
0.001 kcal/mol entre dos pasos de minimización consecutivos. 
5.5.5 Identificación de sitios de hidratación (HS)
Para  la  identificación  y  el  calculo  de  las  propiedades  de  los  HS  provenientes  de
estructuras cristalográficas se empleo el programa CrystalClusters, utilizando como forma
apo del receptor el PDB ID 2JCP y como complejo a la estructura correspondiente al PDB
ID 2JCR. Por otro lado para la identificación y el calculo de las propiedades de los HS
provenientes de de DM se empleo WATCLUST. El  análisis se realizo sobre intervalos
espaciados de 2 ns de una simulación de 100 ns en solvente explicito de la forma apo de
CD44 (PDB ID 2JCP). 
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5.5.6 Docking de oligosacáridos 
Para los cálculos de docking, se empleo la versión 4.2.6 del programa AutoDock. La
posición para el centro de la grilla se obtuvo a partir del calculo del centro de masa de
todas las aguas presentes en el HBS, a fin de evitar el sesgo que puede producirse al
ubicar la misma en el centro de masa del ligando. Se calcularon los mapas de energía
para cada tipo de átomo de ligando. La forma cubica de la grilla de 30 Å de lado abarco
en todos los casos la totalidad de los aminoácidos presentes en CBS y la resolución de la
misma fue de 0,375 Å. Para cada oligosacárido, se realizaron 100 corridas de  docking
diferentes  y  los  resultados  se  agruparon  utilizando  un  valor  de  RMSD  de  2  Å.  Los
parámetros  para  la  búsqueda  global  con  el  algoritmo  genético  Lamarckiano  (LGA)
empleados fueron los mismos que se emplearon en el  capitulo anterior  para ligandos
complejos (con mas de 12 torsiones), es decir, el tamaño de la población inicial fue de
350,  el  numero  de  evaluaciones  de  energía  fue  de  10×106 y  el  numero  máximo  de
generaciones  fue  de  2,7×104.  Los  parámetros  para  la  búsqueda  local  del  LGA
mantuvieron sus valores por defecto salvo la  frecuencia de la búsqueda local  que se
cambio a 0,16. Las torsiones para las diferentes condiciones 
5.5.7 Método de Docking Sesgado (WSBDM)
Los mapas generados para el CADM para los átomos de oxigeno del ligando (OA.map)
fueron modificados con el programa VSM, a partir de los valores de WP y R90  obtenidos
para cada uno (trátese de todos o solo aquellos que son reemplazados por oxígenos del
ligando) de los sitios de hidratación (CWS) presentes en el HBS.
5.5.8 Obtención de oligosacáridos
Los  oligosacáridos  de  Ácido  Hialurónico  (oAH)  se  obtuvieron  mediante  hidrólisis
enzimática luego de la digestión del Ácido Hialurónico de alto peso molecular (AH-HMW
1,5-1,8 × 106 Da) a una concentración de 5 mg/ml (CPN spol.s.r.o Czech Republic) con
hialuronidasa testicular bovina (#H3884, Tipo IV-S, Sigma Aldrich). Para ello se emplearon
500 unidades de enzima por mg de AH-HMW, incubando a 37 °C durante 24 horas. La
reacción se detuvo por ebullición durante 5 minutos. 
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Para el  resto de los polisacáridos,  se empleo hidrólisis  ácida para la  obtención de
oligosacáridos. En el caso del  Xilano se empleo una concentración de 0,1M de ácido
trifluoroacético (TFA) a una temperatura de 100 °C durante 40 minutos. En el caso de la
Liquenina se empleo una concentración de 0,1M de TFA a una temperatura de 100 °C
durante 40 minutos. Por ultimo, para la Quitina se empleo ácido clorhídrico 6M durante 2
horas a una temperatura de 72 °C.
Las muestras se secaron mediante el empleo de un liofilizador (SAVANTTM). Luego se
disolvieron en agua destilada y se filtraron (Centricon 10 KDa, Millipore) con el fin de
eliminar todos aquellos polisacáridos que no se pudieron degradar. 
Para  el  análisis  de  los  productos  de  hidrólisis  se  empleo  Cromatografía  de  Alta
Resolución  de Intercambio  Aniónico  con Detección  de  Pulso  Amperométrico  (HPAEC-
PAD) con el  sistema Dionex DX-300 BioLC, utilizando una columna Carbopac PA-100
microbore de 4×250 mm (Thermo Scientific) equipado con una pre-columna PA-100 de
4×50 mm . 
Las condiciones de corrida fueron diferentes para la mayoría de los oligosacáridos.
Para  el  caso  del  AH,  se  empleo  un  gradiente  lineal  de  300  mM  acetato  de  sodio
(C2H3NaO2) en hidróxido de sodio (NaOH) 300 mM, seguido de un gradiente de elución
de C2H3NaO2 de 300-700 mM durante 80 min, con una velocidad de flujo fue de 0,25
ml/min. En el caso del Xilano se empleo un gradiente lineal de NaOH 100 mM, seguido de
un gradiente de elución de C2H3NaO2 de 0-150 mM durante 35 min, con una velocidad
de flujo fue de 0,25 ml/min. 
Por ultimo, para la Liquenina y la Quitina se empleo un gradiente lineal de 100 mM
NaOH, seguido de un gradiente de elución 50 mM de C2H3NaO2 seguido de un gradiente
de elucion de C2H3NaO2 de 50-300 mM durante 35 min, con una velocidad de flujo fue
de 0,25 ml/min. 
5.5.9 Cultivo celulares
Líneas celulares de cáncer de mama MCF7 y 4T1 fueron cultivadas en monocapa a
37°C en atmósfera de 5% de CO2 con DMEM:F12 sin rojo fenol (Sigma St Louis, MI)
suplementado  con  10% de  suero  fetal  bovino  (SFB  Natocor,  Córdoba),  100  g/ml  de
estreptomicina y 100 IU/ml de penicilina. Antes de usar, las células se descongelaron y se
sometieron a tres pasajes consecutivos.
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5.5.10 Ensayos de proliferación
La  proliferación  celular  se  analizó  mediante  la  evaluación  de  la  incorporación  de
timidina tritiada a 48-72 hs en placas de 96 pocillos. En primera instancia, se evaluó la
viabilidad de las células al comienzo del experimento, asegurándose de que esta fuese
mayor al 95% mediante el empleo del colorante azul Trypan. Luego, se sembraron cinco
mil células por pocillo (25.000 células/ml) las cuales se cultivaron a 37°C en atmósfera
con 5% de CO2 con DMEM:F12-SFB10% durante 24hs para favorecer el anclaje de las
mismas. Luego se elimino el medio y se agregaron los tratamientos (200ul) de AH-HMW
200  mg/ml,  AH-LMW  200  mg/ml,  oAH  200  mg/ml,  oLI  200  mg/ml,  oXI  200  mg/ml,
Doxorrubicina  (0,1;  0,5  o  1  uM),  anticuerpo  anti-CD44  (5F12,  Thermo  Scientific)  y
combinaciones  de  los  mismos  como  así  también  DMEM:F12-SFB10%  para  fijar  las
condiciones basales. Después de 24hs de incubación con el tratamiento correspondiente,
se agrego un pulso de 1 uCi  de timidina tritiada y se incubo durante 24hs.  Una vez
transcurrido  el  tiempo de incubación,  se  congelaron las  placas  para  favorecer  la lisis
celular. La incorporación de timidina tritiada se evaluó en un contador de centelleo líquido.
Los valores para el porcentaje de proliferación se calcularon a partir del valor promedio
(ocho pocillos con el mismo tratamiento dentro de una misma placa) de las cuentas por
minuto (cpm) emitida por la timidina tritiada incorporada en cultivos para cada tratamiento
con respecto al basal (sin tratamiento) para tres experimentos independientes. 
5.5.11 Análisis estadístico
Todos  los  resultados  fueron  analizados  por  ANOVA de  una  vía  y  la  prueba  de
Bonferroni. El análisis se realizó utilizando la biblioteca  scipy del lenguaje  Python3. Los
valores de p < 0,05 fueron considerados estadísticamente significativos.
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6
Discusión General,
Conclusiones Finales y
Perspectivas
6.1 Discusión General
La formación de complejos proteína-ligando es uno de los procesos fundamentales de
la  bioquímica  molecular,  y  comprender  de  manera  precisa  cómo  y  porqué  una  dada
proteína une ciertos ligandos (y no otros) es crucial para entender fenómenos cómo la
catálisis  enzimática,  la  comunicación  celular  y  la  regulación  de procesos biológicos a
diferentes escalas. Más aún, la aplicación de este conocimiento es fundamental para el
desarrollo racional de nuevos y más eficientes fármacos. 
Al  comienzo  de  este  trabajo,  nos  planteamos  un  objetivo  principal:  identificar
compuestos de origen natural que puedan desempeñarse como glicomiméticos de Ácido
Hialurónico.  Pero  para  poder  cumplirlo,  fue  necesario  recorrer  un  largo  camino  de
aprendizaje a través del campo que estudia la interacción proteína-carbohidrato.
6.1.1 Cuál es la relación entre la estructura del solvente en el sitio de
reconocimiento  para  carbohidratos  y  la  posición  de  los  átomos  del
ligando en lectinas?
La primer pregunta que nos propusimos responder  fue, cómo se llevan a cabo las
interacciones entre las lectinas y sus ligandos  y que rol juega su entorno (el solvente) en
dicho proceso, basándonos en el hecho de que estas biomoléculas llevan a cabo sus
funciones  en  medios  acuosos  y  que  el  proceso  de  formación  del  complejo  involucra
necesariamente el reordenamiento de las moléculas del solvente (Abel et al. 2008; Clarke
et al. 2001; Despa 2005). Es por ello que comenzamos con un análisis y comparación de
estructuras cristalográficas de proteínas que unen carbohidratos (lectinas) en presencia y
ausencia de sus ligandos. El objetivo de esa etapa del trabajo fue establecer el nivel de
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correlación  entre  los  sitios  de  hidratación  (definidos  por  los  CWS)  adyacentes  a  la
superficie  de  la  proteína  en el  sitio  de  reconocimiento  para  carbohidratos  (CBS)  y  la
estructura de los complejos lectina-carbohidrato correspondientes. Para ello, en primer
lugar se analizaron las interacciones lectina-carbohidrato, seguido de una caracterización
de las propiedades de los CWSs y su relación con los grupos polares del ligando. A partir
de  los  resultados  obtenidos,  emergieron conceptos  relacionados  a  cómo  las  lectinas
reconocen sus carbohidratos, cuál es su  capacidad en relación a la especificidad y por
ende cuál es la complejidad o cantidad de información que contienen los oligosacáridos
como mensajeros biológicos, algunos de los cuales estaban de acuerdo con lo reportado
por otros investigadores (Dam & Brewer 2010; Gabius et al. 2011). 
Los  resultados  obtenidos  muestran  que  cada  monosacárido  interacciona  con  la
proteína mediante no más de 2 o 3 grupos -OH, ya que la interacción se establece en una
de sus caras laterales, y que cada dominio de tipo lectina reconoce “principalmente” entre
1 y 2 unidades sacarídicas y nunca más de 4. Cuándo se habla de la complejidad o
variabilidad del código de los hidratos de carbono (SC, del ingles sugar code), usualmente
se consideran para cada monosacárido de tipo hexosa unas 16 posibilidades (alfa o beta
Glucosa, Manosa, Galactosa, Idosa, Talosa, Altrosa, Alosa y Gulosa). Sin embargo, de
acuerdo a nuestras observaciones, solo unos 3 grupos -OH participan de la interacción, lo
cual  reduce  el  rango  de  posibilidades  a  la  mitad.  De  manera  similar,  al  considerar
disacáridos usualmente se estima el número de posibilidades en N x 82, siendo “N” el
número de conformaciones posibles para el enlace glicosídico (usualmente 1 o 2). Sin
embargo,  si  sólo  4-6  grupos -OH (2-3  de cada monómero)  están en contacto  con la
proteína el  número de nuevo se reduce en un factor  de 4,  y  aún mas si  uno de los
contactos corresponde al -OH posición 6 que no es quiral. Esto ejemplifica que si bien el
SC es potencialmente enorme, las condiciones de contorno (número de interacciones por
monómero y número de unidades que son reconocidas por las lectinas) reducirían su
magnitud de manera significativa. 
Por otro lado,  respecto al  rol  del  solvente en el  proceso de interacciones proteína-
carbohidrato,  nuestros  resultados  muestran  claramente  que  la  estructura  del  solvente
imita  la  disposición  de  los  grupos  hidroxilo  en  el  ligando,  un  hecho  que  está  en
concordancia con varios resultados experimentales y teóricos previos (Gauto et al. 2009;
Kadirvelraj et al. 2008; Di Lella et al. 2007; Li & Lazaridis 2005; Saraboji et al. 2012). Esto
resulta del hecho de que la mayoría de las interacciones que establecen los hidratos de
carbono con la superficie de la proteína, al igual que las moléculas de agua, son polares
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(principalmente puentes de hidrógeno). Con estos resultados, se consolida aún más el
concepto  que  gira  en  torno  a  la  capacidad  del  solvente  para  predecir  posibles
interacciones entre la proteína y su ligando. 
Además, la novedad que aporta el presente estudio radica en la caracterización de los
CWSs a partir de propiedades que se pueden obtener fácilmente de la estructuras, como
el B-factor o el número de contactos polares, parámetros fundamentales para distinguir
aquellas aguas que serán reemplazadas por grupos funcionales del ligando que contienen
átomos polares (como oxígeno o nitrógeno) cuándo el mismo se ancle a la proteína, de
aquellas aguas que no serán reemplazas. Dicha diferenciación, se puede llevar adelante
de  forma  automatizada,  mediante el  empleo  de  un  estadístico  como  el  Clasificador
Bayesiano Ingenuo (NBC),  aumentando las  chances de identificar  el  sitio  de  unión  a
ligando  a  partir  de  información  derivada  solamente  del  análisis  de  la  estructura  del
solvente en la proteína en su forma apo. 
El uso de propiedades de las aguas cristalográficas para inferir posibles sitios de unión
a ligando está bien documentada en la literatura con un variado grado de éxito (Barillari
et al.  2007;  Beuming  et al.  2012;  García-Sosa  et al.  2003) y  los  resultados  actuales
alientan el uso de este tipo de estrategias. Por último, cabe destacar que debido al alto
grado  de  correlación  entre  los  sitios  de  hidratación  obtenidos  mediante  estructuras
cristalográficas y los oxígenos del ligando, los CWSs pueden ser de gran utilidad para la
predicción de estructuras lectina-carbohidrato.
6.1.2 Se puede emplear la estructura del solvente para mejorar los
métodos de predicción lectina-carbohidrato?
Los algoritmos de docking molecular se pueden clasificar en dos grandes categorías,
dependiendo  de  la  aproximación  que  empleen  para  establecer  la  conformación  del
complejo a partir del ligando y el receptor por separado. Por un lado están los que se
basan en la  complementariedad geométrica,  y  por  otro  lado están  los  basados en la
evaluación de la energía de interacción proteína-ligando. Esta última categoría es la más
difundida en la  actualidad y el  programa AutoDock es uno de los más usados por  la
comunidad científica (Cosconati & Forli 2010). La última versión de este programa (AD4),
cuenta con dos componentes principales:  un algoritmo de búsqueda (que explora  las
conformaciones del  ligando)  y  una  función  de  puntuación  (que asigna los  valores  de
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energía de interacción) (Morris et al. 2009). Cada tipo de ligando es particular en lo que
respecta  a  su  complejidad  (número  de  torsiones),  pero  en  general  el  algoritmo  de
búsqueda de AD4 (LGA, del ingles Lamarkian Genetic Algorithm) funciona bastante bien.
Es  por  ello  que  son  mucho  más  atractivas  las  ideas  que  persiguen  la  función  de
puntuación (SF, del ingles scoring function). Esto tiene una explicación muy simple si se
tiene en cuenta que las SF están “ajustadas” para reproducir determinados resultados
experimentales,  valiéndose  fundamentalmente  de  parámetros  semiempíricos  que
describen las propiedades moleculares del receptor y del ligando. En el caso de AD4, el
15% del training set  a partir de cual se calibra la SF esta compuesto por 2 proteínas de
HIV, comparado con el 6% que representan las 4 lectinas que se encuentran formando
parte del mismo. Esto nos da la pauta de que muy probablemente el programa funcione
mucho mejor para la proteasa de HIV (Morris et al. 2009)  que para alguna lectina.  
Es por ello que una vez establecida esta relación entre los CWSs y lo átomos polares
del  ligando  se  empleo  esta  información  para  mejorar  la  capacidad  predictiva  de  los
métodos de docking molecular de carbohidratos. Los resultados presentados muestran
que es posible lograr una mejora significativa en la capacidad de predecir las estructuras
de  los  complejos  lectina-carbohidrato  utilizando  la  información  sobre  la  posición  y
características de los CWS. El método desarrollado, denominado WSBDM, inspirado en
trabajos previos realizados a partir de sitios de hidratación derivados de simulaciones de
DM (WS)  (Gauto  et al.  2013),  muestra  que  es  posible  lograr  una mejora  tanto  en la
exactitud (medida como la capacidad de reproducir  la conformación del  ligando en la
estructura cristalográfica del complejo), como en la precisión (medida como la capacidad
de diferenciar falsos positivos de aquellos resultados correctos). En particular el WSBDM
es  capaz  de  predecir  correctamente  la  posición  del  ligando  en  casi  el  60%  de  los
complejos analizados (frente a un 43% si se emplea la forma apo de la estructura del
receptor), mientras que el método convencional solo acierta en un 21%. En otras palabras
el WSBDM es más exacto y más preciso que el CADM. También es importante notar, que
si bien el empleo de moléculas del solvente en esquemas de docking ha sido reportado
previamente por otros autores  (Forli & Olson 2012; Huang & Schoichet 2008; Lie et al.
2011), las mismas se desarrollaron para tener en cuenta la posibilidad de incluir aguas
que actúan como puentes entre la interacción del ligando y la proteína. El esquema que
se propone en el presente trabajo es de naturaleza diferente y su éxito subyace en el
hecho de que las moléculas de agua, tanto en las estructuras cristalográficas como en la
dinámica molecular son capaces de revelar futuras interacciones entre la proteína y el
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ligando y que en ninguna de las estructura disponibles de complejos lectina-carbohidrato
se pudieron identificar las denominadas “aguas puente”.
El análisis detallado de los resultados también muestra algunos puntos interesantes,
como ser que el método funciona muy bien sin necesidad de determinar previamente qué
CWS son reemplazados por átomos polares del ligando. Esto es muy importante, ya que
permite  utilizar  esta  metodología  de  manera  fácil,  sin  requerir  una  caracterización
detalladas de los CWS con el NBC (siempre y cuando se conozca de antemano el sitio de
unión a carbohidratos). Ademas, los resultados obtenidos empleando la confirmación del
receptor cuando se encuentra unido al ligando (re-docking) son muy similares a los que se
obtienen cuando se emplea la forma apo del receptor (docking-apo), lo que sugiere que
este tipo de proteínas no sufre cambios significativos luego de la unión a sus ligandos. 
Finalmente,  el  análisis  conjunto de los resultados también revela  el  potencial  y  las
falencias de los métodos de docking convencionales. En este sentido es claro que si bien
los programas realizan una búsqueda conformacional del espacio de configuraciones para
el  complejo  proteína-ligando  adecuado,  no  son  capaces  de  separar  del  universo  de
conformaciones  aquellas  correctas  de  aquellas  que  no  lo  son.  Esta  selección
conformacional se hace a partir de la SF, la cual de algún modo busca estimar la energía
libre de interacción entre el ligando y la proteína, por lo que la pobre performance en este
sentido indica una deficiente descripción de la  magnitud del  fenómeno de unión para
ligandos de tipo carbohidratos. El hecho de que los resultados del proceso de docking
mejoren mediante la incorporación de la información de los CWS, por otro lado sugiere
fuertemente que el solvente posee una capacidad intrínseca de medir, en cierto modo,
esta interacción y que esta información es transferible al protocolo de docking.
6.1.3  Se  pueden  emplear  herramientas  teóricas  para  identificar
compuestos glicomiméticos? 
Finalmente  aplicamos  el  conocimiento,  las  herramientas  y  las  metodologías
desarrolladas  para  la  búsqueda  e  identificación  de  compuestos  con  propiedades  y
funciones equivalentes a las de los oligosacáridos de Ácido Hialurónico (glicomiméticos),
con el fin de poder emplearlos como agentes adyuvantes para el tratamiento de tumores.
En  esta  ultima  etapa  del  trabajo,  se  procedió  a  la  identificación  de  los  compuestos
candidatos a partir de un número significativo de carbohidratos disponibles en el mercado.
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Para ello, nos basamos en el estudio de la interacción CD44-oAH, bajo el supuesto de
que si encontrábamos moléculas con características similares a los oAH y que a su vez
interaccionen de forma equivalente con CD44, podíamos tener altas chances de obtener
un glicomimético de AH. A partir del empleo de los conocimientos desarrollados en las
instancias  anteriores,  junto  con  la  aplicación  de  otros  métodos  in  silico, como  las
simulaciones de DM y el análisis termodinámico de las interacciones proteína-ligando, se
pudo determinar cuáles de aquellos oligosacáridos podían actuar como glicomiméticos de
AH. Luego de analizar in silico diferentes opciones, se realizó una prueba de concepto de
la hipótesis de trabajo en líneas celulares tendientes a evaluar las dos propiedades más
importantes  de  los  oAH:  su  capacidad  para  disminuir  la  proliferación  celular  y  su
capacidad de actuar de forma sinérgica cuando son administrados de forma conjunta con
Doxorrubicina. Los resultados muestran que si bien solo los oligosacáridos de Lichenina
(oLi)  son  capaces  de  inducir  una  disminución  de  la  proliferación  (solo  con  valores
significativos  en  el  modelo  de  patología  humano,  la  linea  celular  MFC7),  tanto  los
oligosacáridos  de  Xilano  (oXi)  como  los  oLi  actúan  de  forma  sinérgica  cuando  se
administran  de  forma  combinada  con  la  Doxorrubicina.  Si  bien  los  resultados  son
preliminares y es necesario evaluar los compuestos (oLi y oXi) en diferentes condiciones
experimentales,  los  hallazgos  son  alentadores  y  promueven  el  desarrollo  de
investigaciones futuras.  
Por otro lado y en relación directa con esta temática, es interesante mencionar que
recientemente Liu y colaboradores realizaron un screening de compuestos y descubrieron
una  serie  de  inhibidores  pequeños  de  la  interacción  CD44-AH  (Liu  &  Finzel  2014).
Asimismo, Tolg y colaboradores desarrollaron un péptido que compite por el sitio de unión
a  AH  del  receptor  RHAMM  (Tolg  et al.  2012).  Esto  demuestra  que  la  búsqueda  de
moléculas capaces de interferir con la unión del AH a sus receptores sigue vigente, lo cual
remarca la importancia de este trabajo. Además, diversos autores continúan reportando
los beneficios de los oligosacáridos de AH en procesos inflamatorios, regeneración tisular
entre otros (Campo et al. 2014; Tolg et al. 2014; Wakao et al. 2011). 
En este contexto, uno de los aspectos que más destacamos del presente trabajo es la
integración de los conocimientos y técnicas desarrolladas en pos de un objetivo aplicado
en un problema de enorme relevancia, como lo es la búsqueda de compuestos de origen
natural  capaces  de  actuar  como  adyuvantes  de  drogas  de  uso  convencional  en
quimioterapia. Dada la ubicuidad de los hidratos de carbono y sus receptores las “lectinas”
en  numerosos  procesos  celulares,  muchos  de  los  cuáles  son  centrales  en  diversos
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procesos patológicos como inflamación y cáncer, el desarrollo de terapéuticas basadas en
glicomiméticos  ofrece  un  enorme potencial  para  el  desarrollo  de  nuevos  tratamientos
destinados a regular los mismos. Sin embargo, desarrollos específicos en este área, han
sido en parte retrasadas por la complejidad del SC, debido principalmente a la “aparente”
promiscuidad  de  las  lectinas  y  la  falta  de  una  comprensión  detallada  de  las  bases
moleculares  y  los  detalles  que  gobiernan  la  interacción  lectina-carbohidrato.  En  este
sentido, el presente trabajo contribuye no sólo al avance en el conocimiento en el campo,
sino también generando herramientas prácticas que pueden emplearse en proyectos de
características similares.
6.2 Conclusiones Generales
Los resultados obtenidos durante el presente trabajo nos permitieron entonces arribar a
las siguientes conclusiones generales:
• El solvente adyacente a la estructura proteica posee una estructura definida que
puede ser caracterizada a partir de los datos derivados de las estructuras cristalográficas
de las proteínas en su forma apo y que esta información correlaciona con la estructura del
complejo.
• Utilizando  la  información  de  la  estructura  del  solvente  es  posible  mejorar  los
métodos de predicción de complejos proteína-carbohidrato.
• Las  metodologías  desarrolladas  pueden  ser  empleadas  para  la  búsqueda  e
identificación de nuevos compuestos con actividad biológica. 
6.3 Perspectivas futuras
Cuando comencé este trabajo de tesis siempre pensé que tenia que empezar algo y
terminarlo, durante el curso del mismo, prontamente me di cuenta que a pesar de mis
ansias  de  “terminar”  el  trabajo  y  darle  un  cierre,  cada  vez  que  obtenía  un  resultado
interesante, eran más los interrogantes nuevos que planteaba o posibilidades que abría
que los temas que realmente cerraba. En este contexto es que las perspectivas futuras,
descriptas aquí, representan todos esos experimentos e ideas que quise hacer y para los
cuáles no hubo suficiente tiempo.
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Desde el punto de vista conceptual, el haber mostrado como la estructura del solvente
reflejada  mediante  los  CWS,  proporciona  información  valiosa  para  comprender  la
estructura  de  los  complejos  lectina-carbohidrato  abre  el  interrogante  sobre  cuan
extensible es esta idea hacia otro tipo de proteínas que unen otro tipo de compuestos,
dónde si bien los puentes de hidrógeno que revelan los CWS son parte importante de la
interacción proteína-ligando, estos no necesariamente son los predominantes. Estudiar,
entonces  la  relación entre  los  CWS y  la  estructura  de  complejos  proteína-ligando  de
manera  general  para  todo  tipo  de  ligandos,  constituye  una  de  las  motivaciones  más
directas que surgen a partir de los resultados de la presente tesis. A su vez, los resultados
obtenidos en dicho proceso, serán determinantes a la hora de decidir hacer extensivas las
metodologías  desarrolladas  para  la  predicción  de  estructura  lectina-carbohidrato  o  si
debemos replantearlas como se ha hecho en el  caso de sistemas distintos  por  otros
autores (Forli & Olson 2012). 
Más aún, el origen de la relación que existe entre la estructura del  solvente en el sitio
de unión  a  ligandos con la   estructura  del  complejo  y  la  consecuente  mejora  en los
algoritmos  predictivos,  se  basa  (de  acuerdo  a  lo  presentado  en  este  trabajo)  en  la
capacidad de las moléculas del solvente, tanto aquellas identificadas en las estructuras
cristalográficas como aquellas que aparecen en la simulaciones de dinámica molecular,
de describir y revelar de manera correcta las futuras interacciones ligando-proteína de tipo
puente de hidrógeno (Gauto et al. 2009). En este contexto se plantea la interrogante de si
en vez de utilizar agua como solvente utilizáramos un solvente con capacidad de detectar
y  revelar  interacciones  de  otro  tipo,  por  ejemplo  hidrofóbicas,  se  podrían  obtener
resultados similares. Ambos puntos mencionados, la extensión a otros sistemas proteína-
ligando y a otros solventes, son consecuencias naturales de los conceptos estudiados en
esta tesis y seguramente sean abordados en un futuro cercano en las tesis doctorales por
venir que se realizaran en el grupo de trabajo.
Otra puerta que se abre, como producto del presente trabajo de tesis, es la aplicación
del método de docking desarrollado, el  “WSBDM”, a diferentes proyectos o problemas
donde  la  determinación  del  correspondiente  complejo  proteína-carbohidrato  sea  de
fundamental relevancia. En este sentido el trabajo que queda por delante es el de dar a
conocer el método a la comunidad de investigadores interesados en la Glicobiología y
Glicoquímica  con  el  objetivo  de,  mediante  la  realización  de  colaboraciones,  poner  a
prueba la capacidad y utilidad del método desarrollado en cada vez un mayor número de
problemas reales. Se espera además que estos revelen puntos dónde se pueden ampliar
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las capacidades predictivas del mismo.
Finalmente,  la prueba  de  concepto  que  se  desarrollo  en  el  último  capítulo  de
resultados, abre las posibilidades de avanzar en un estudio más profundo de la capacidad
de  diferentes  ligandos  identificados  de  actuar  como  glicomiméticos  de  AH  en  los
diferentes  procesos  en  los  que  este  glicosaminoglicano  no  sulfatado  se  encuentra
involucrado. Una de las grandes interrogantes a develar es si solo tienen la capacidad de
unirse a CD44 o pueden unirse y modificar la función de otros receptores como RHAMM,
TLR4  o  inclusive  la  bomba  de  drogas  Pgp.  Además,  queda  por  descubrir  si  estos
compuestos  (oLi  y  oXi)  se  pueden  emplear  in  vivo o  si  es  necesario  modificarlos
químicamente para adaptarlos a un contexto más complejo que el planteo un ensayo in
vitro con lineas celulares. 
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